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 As proteínas PII constituem uma das mais amplamente distribuídas famílias de proteínas 
transdutoras de sinais, encontradas em Bacteria, archaeas fixadoras de nitrogênio e cloroplastos de 
eucariotos fototróficos (algas vermelhas e plantas). Em E. coli, há dois representantes da família de 
proteínas PII, GlnB e GlnK. Essas proteínas atuam por meio da interação proteína-proteína, regulando 
alvos de acordo com flutuações dos níveis de moléculas sinalizadoras do status de nitrogênio, carbono 
e energia. Assim, as proteínas PII são tidas como integradoras dos metabolismos de nitrogênio, 
carbono e energia. Recentes estudos mostraram a interação de PII com BCCP, subunidade da enzima 
acetil-CoA carboxilase (ACC), de forma dependente de ATP e negativamente regulada por 2-
oxoglutarato (2-OG). A enzima ACC de E. coli é composta pelas subunidades BCCP, BC e CT que 
catalisam a formação de malonil-CoA a partir de acetil-CoA, sendo esta a primeira e irreversível 
etapa da biossíntese de ácidos graxos. Neste trabalho, foram obtidos resultados mostrando a formação 
de complexo ternário entre as proteínas PII, BCCP e BC e o efeito inibitório in vitro desta interação 
na atividade da ACC em E. coli. Além disso, os resultados aqui apresentados sugerem que estirpes 
de E. coli mutantes PII apresentam maior produção de ácidos graxos do que as células selvagens, 
quando sob super-expressão de uma tioesterase (TesA). Também, é mostrado neste trabalho que os 
níveis de malonil-CoA são diminuídos sob super-expressão de GlnB, sugerindo que as proteínas PII 
exercem efeito inibitório na atividade de ACC in vivo e que, assim, são funcionalmente importantes 
no ajuste fino na síntese de ácidos graxos de acordo com os sinais de carbono, nitrogênio e energia. 
Estes dados podem potencialmente contribuir para a otimização da produção microbiana de 
biocombustíveis por meio da engenharia genética em E. coli. Além disso, foram determinadas as 
condições de purificação e cristalização da enzima GlnD de E. coli. Neste organismo, GlnD catalisa 
a uridililação/desuridililação de PII de acordo com os níveis de glutamina, direcionando as proteínas 
PII a interagir com alvos específicos em resposta a este metabólito. 
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 PII proteins are one of the most widespread family of signal transduction proteins, found in 
Bacteria, nitrogen-fixing Archaea and in the chloroplasts of eukaryotic phototrophs (red algae and 
plants). In E. coli, there are two representatives of the PII family, GlnB and GlnK. These proteins act 
by protein-protein interaction with target proteins. These interactions are determined according to the 
level of nitrogen, carbon and energy signaling molecules. Hence PII are considered as a control 
integrating module between the nitrogen, carbon and energy metabolisms. Recently, the interaction 
between PII and BCCP was shown. BCCP is a subunit of the acetyl-CoA carboxylase (ACC) enzyme 
and the interaction between PII and BCCP is ATP-dependent and negative regulated by 2-
oxoglutarate (2-OG). E. coli ACC is a multi-subunit enzyme formed by BCCP, BC and CT subunits. 
ACC catalyze the first and committed step in fatty acid biosynthesis, the formation of malonyl-CoA 
from acetyl-CoA. In this work, we show the formation of a ternary complex between PII, BCCP and 
BC in vitro and the inhibitory effect of this interaction on the ACC activity in E. coli. In addition, we 
show that PII mutants strains have increased fatty acid productivity in comparison to E. coli wild-
type, under TesA overexpression. Also, in this work it was observed that GlnB overexpression 
decreases the levels of malonyl-CoA when ACC was overexpressed in E. coli. Collectively these 
results indicate the inhibitory effect of PII over ACC activity in vivo. These data provide the basis to 
increase microbial biofuels production by genetic engineered E. coli. Here we also show the 
preliminary purification and crystallization condition of the E. coli GlnD enzyme. The GlnD enzyme 
uridylylates/deuridylylates PII proteins in response to glutamine levels, thereby controlling the 
interaction between PII proteins and specific targets.  
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1  INTRODUÇÃO 
  
 Para sobreviver perante mudanças ambientais, bactérias precisam ser aptas a perceber 
eficientemente as variações na disponibilidade de nutrientes e adaptar seu metabolismo de acordo. 
As respostas metabólicas nutricionais precisam ocorrer de forma coordenada, integrando informações 
provindas de diferentes ramos do metabolismo da célula. A disponibilidade de moléculas fontes de 
nitrogênio, de carbono e energia precisam ser precisamente percebidas para gerar respostas 
interconectadas com a expressão de genes específicos, com a síntese de proteínas, com a taxa de 
crescimento celular, entre outras funções (Commichau et al., 2006). 
 As proteínas PII são proteínas transdutoras de sinais e seu papel é o de integração entre o 
metabolismo de nitrogênio, carbono e energia. Essas proteínas atuam transduzindo os sinais de 
variação dos níveis de 2-oxoglutarato, de ATP/ADP e glutamina. A concentração de 2-oxoglutarato 
é sinalizadora dos níveis de carbono e de nitrogênio (Reyes-Ramirez et al., 2001; Schumacher et al., 
2013; Yan et al., 2011; Zhang et al., 2013) e a taxa de ATP/ADP sinaliza os níveis de energia. Essas 
três moléculas, 2-oxoglutarato, ATP e ADP são reguladores alostéricos das proteínas PII, modulando 
sua conformação e direcionando essas proteínas a interagir com diversas proteínas, como enzimas, 
proteínas de membrana e fatores de transcrição (Truan et al., 2010; Rajandran et al., 2011; Jiang & 
Ninfa, 1998; Jiang & Ninfa, 2007; Fokina et al., 2010). A glutamina, por sua vez, é molécula 
sinalizadora dos níveis de nitrogênio e suas flutuações são percebidas por uma enzima bifuncional 
denominada GlnD (Engleman & Francis, 1978; Jiang, Peliska & Ninfa, 1998). Em Escherichia coli, 
a enzima GlnD catalisa a adição/remoção de grupamento UMP (uridilil) às proteínas PII. Esta 
modificação covalente ocorre de acordo com os níveis de glutamina, de tal forma que, quando há 
baixa disponibilidade de glutamina, GlnD catalisa a uridililação/desuridililação de PII, por sua vez, 
quando há alta disponibilidade de glutamina, GlnD desuridilila PII (Engleman & Francis, 1978; Jiang, 
Peliska & Ninfa, 1998; Bonatto et al., 2007; Araújo et al., 2004; Araújo et al., 2008). Desta forma, 
as proteínas PII são direcionadas a interagir com alvos específicos, transmitindo os sinais da flutuação 
da disponibilidade de carbono, nitrogênio e energia (Huergo, Chandran & Merrick, 2012). 
 As proteínas PII são proteínas bastante conservadas encontradas em Bacteria, Archaeas 
fixadoras de nitrogênio e cloroplastos de eucariotos fototróficos (algas vermelhas e plantas) 
(Forchhammer, 2008). As proteínas PII de E. coli, GlnK e GlnB, são as proteínas PII mais bem 
estudadas e possuem estrutura atômica conhecida (Xu et al., 1998; Cheah et al., 1994; Carr et al., 
1996). O estudo das proteínas PII, as quais possuem ampla e ainda não totalmente conhecida gama 
funcional, se faz muito importante pois tais proteínas são chave na integração metabólica. Em plantas, 
o metabolismo de nitrogênio ocorre de forma integrada com a fotossíntese, com a fotorrespiração e a 
respiração. A síntese de ácidos orgânicos, amido e sacarose é afetada pelo metabolismo de carbono e 
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disponibilidade de nitrogênio. Assim, as proteínas PII, sendo proteínas com atuação na integração de 
processos metabólicos de carbono, nitrogênio e energia, tem sido alvo de estudos visando a 
otimização da produção agrícola (Vincentz et al., 1993; Kaiser & Huber, 1994; Stitt et al., 2002; 
Masclaux-Daubresse et al., 2010; Nunes-Nesi, Fernie & Stitt, 2010).  
 As proteínas alvo de PII mais amplamente descritas são proteínas relacionadas ao 
metabolismo de nitrogênio (Huergo, Chandra & Merrick, 2012). Contudo, este trabalho foi 
principalmente dedicado ao estudo da interação entre as proteínas PII de E. coli com uma proteína 
exclusivamente engajada no metabolismo de carbono, a enzima acetil-CoA carboxilase (Rodrigues 
et al., 2014; Feria Bourrellier et al., 2010). Acetil-CoA carboxilase é uma enzima amplamente 
distribuída na natureza, presente em bactérias, archaeas, algas, fungos, plantas e animais, catalisando 
a primeira e irreversível etapa da síntese de ácidos graxos, uma das vias metabólicas mais 
fundamentais encontradas nos seres vivos, realizando a formação de malonil-CoA a partir de acetil-
CoA (Waldrop & Cronan, 2002).  
 Estudos envolvendo a acetil-CoA carboxilase possuem relevante importância para a medicina, 
pois esta enzima tem sido relacionada a diversas doenças humanas, infecções bacterianas, infecções 
por fungos, diabetes, câncer, arteriosclerose e outras (Cronan & Waldrop, 2002; Tong, 2005; 
Campbell & Cronan, 2001; Walkil & Abu-Elheiga, 2009; Tong, 2013). Além disso, a acetil-CoA 
carboxilase, sendo a enzima que catalisa a etapa limitante da síntese de ácidos graxos, é alvo de 
diversos estudos que objetivam a otimização da produção desses compostos, pois os ácidos graxos 
podem ser utilizados com diversas aplicações, como para a produção de cosméticos, fármacos e 
biocombustíveis. A produção de biodiesel e gasolina tem sido relatada a partir de modificação 
química/enzimática de ácidos graxos super-produzidos em E. coli por meio da engenharia genética, 
no entanto, a produção de ácidos graxos precisa ainda ser otimizada para viabilizar a produção a nível 
de mercado, para possibilitar a disponibilização de energia de forma renovável e compatível com os 
motores baseados em hidrocarbonetos predominantemente utilizados atualmente (Lennen & Pfleger, 
2012; Janβen & Steinbuchel, 2014; Howards et al., 2013).  
 Neste contexto, sendo a acetil-CoA carboxilase descrita como alvo das proteínas PII em 
Bacteria (Rodrigues et al., 2014) e em plantas (Feria Bourrellier et al., 2010), a caracterização desta 
função contribui para o entendimento da regulação de uma via crucial do metabolismo de carbono, a 




2  REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1  ASSIMILAÇÃO DE NITROGÊNIO 
 
  As bactérias podem utilizar diversos compostos como fonte de nitrogênio celular, como o 
dinitrogênio, nitrato, aminoácidos e nucletídeos. A assimilação de nitrogênio pode ocorrer por meio 
de vias assimitalórias e por meio de vias biossintéticas e tais vias são coordenadas por enzimas 
engajadas no metabolismo de nitrogênio (Merrick & Edwards, 1995). Organismos que não são 
capazes de assimilar dinitrogênio diretamente da atmosfera, como fazem organismos diazotrofos, 
apenas incorporam nitrogênio (preferencialmente na forma de amônia) diretamente do ambiente 
posteriormente reduzido a amônio (Reitzer, 2003; Canfield et al., 2010). A absorção de amônia pode 
ocorrer de forma passiva pela membrana ou por meio de proteína de transporte, a AmtB, encontrada 
em todos os domínios da vida (van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013).  
 Em enterobactérias, a assimilação de nitrogênio ocorre por meio do sistema GS/GOGAT 
(Figura 1), em que sob condições de alta disponibilidade de amônio extracelular, este é absorvido por 
AmtB, então a forma desprotonada NH3 (amônia) é condensada ao glutamato pela ação catalítica da 
glutamina sintetase (GS), para formação de glutamina. A enzima glutamato sintase (GOGAT) recicla 
o sistema pela formação de duas moléculas de glutamato, consumindo uma de glutamina e outra de 
2-oxoglutarato (2-OG). Uma vez que a assimilação de nitrogênio ocorre pela incorporação de amônia 
ao glutamato, formando glutamina, os níveis de glutamina são indicadores diretos da disponibilidade 
de nitrogênio intracelular. Por sua vez, uma vez que para a formação de glutamina é necessária 
disponibilidade de glutamato e que para a formação de glutamato é consumido uma molécula de 2-
OG, os níveis de nitrogênio intracelular são inversamente proporcionais aos níveis de 2-OG, pois este 
serve como esqueleto carbônico da assimilação de nitrogênio. Assim sendo, ambos os metabólitos 
glutamina e 2-OG são indicadores de nitrogênio intracelular (van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 
2013; Forchhammer, 2007; Schumacher et al., 2013; Huergo & Dixon, 2015) 
 A molécula de 2-oxoglutarato (2-OG), também conhecida como α-cetoglutarato, 2-
cetoglutarato e ácido glutárico, é um metabólito intermediário do ciclo de Krebs e suas concentrações 
flutuam conforme a disponibilidade de nitrogênio na célula (Senior, 1975; Schumacher et al., 2013), 
por servir de esqueleto carbônico para a assimilação de amônia na via GS/GOGAT e na via GDH. 





































condensação de uma molécula de amônia a uma molécula de 2-OG, no entanto, essa via ocorre 
somente sob condições abundantes de nitrogênio, uma vez que, GDH possui afinidade 10x menor à 
amônia (Km~1mM) (Sharkey & Engel, 2008;Veronese et al., 1975; Sacamoto et al., 1975) do que a 
GS (Km~0.1mM) (Alibhai & Villafranca, 1993; Colanduoni et al., 1987; Meek & Villafranca, 1980). 
A determinação da concentração intracelular de metabólitos é uma tarefa bastante desafiadora, 
principalmente para concentrações mais baixas. Contudo, em E. coli, as concentrações de 2-OG 
encontradas na célula são relativamente variáveis, flutuando bastante conforme mudanças na 
disponibilidade de fonte de nitrogênio e de fonte de carbono (Zhang & Ye, 2014; Reyes-Ramirez et 
al. 2001; Radchenko et al., 2010, Yuan et al., 2009, Yan et al., 2011). A concentração de 2-OG foi 
relatada a 0,05 e 1,6 mM (Reyes-Ramirez et al. 2001) em condições suficientes (N+) e em privação 
(N-) de nitrogênio, respectivamente. 
FIGURA 1 – Sistema GS/GOGAT (A) e sistema Ntr (B) em E. coli. Sob disponibilidade de nitrogênio (N+), 
a enzima GS condensa NH3 com uma molécula de glutamato formando glutamina. O glutamato é fornecido 
pela atividade da enzima GOGAT, que utiliza 2-OG e glutamina para gerar duas moléculas de glutamato, dos 
quais um é utilizado pela GS e outro para reações biossintéticas. Por sua vez, sob condições limitantes de 
nitrogênio (N-) os níveis de glutamina abaixam e isso sinaliza para ativação do sistema Ntr, em que NtrB 
fosforila NtrC, tornando NtrC ativa para promover a transcrição de genes do metabolismo alternativo de 




 Além da flutuação de acordo com os níveis de amônio, o 2-OG tem sua concentração celular 
afetada também em resposta à fonte de carbono. Quando cultivo de E. coli é submetido a crescimento 
com glicerol como única fonte de carbono seguido de lavagem dessas células com meio ausente de 
fonte de carbono, a concentração de 2-OG rapidamente diminui (Yan et al., 2011). Por outro lado, 
quando células E. coli são cultivadas sob condições de privação de carbono e é adicionado glucose 
(choque de carbono), se observa rápido aumento dos níveis de 2-OG (Zhang et al, 2013). A 
concentração celular de 2-OG relatada variando-se disponibilidade de carbono é de 0,35 mM em N+ 
e em carbono limitante para 2,6 mM em N+ e choque de carbono (Zhang & Ye, 2014). Por isso, pode-
se considerar que 2-OG, além de ser indicador dos níveis de nitrogênio celular, é também indicador 
da disponibilidade de carbono e, possivelmente, desempenha papel integrador do metabolismo de 
carbono e nitrogênio. Os níveis de glutamina e 2-OG sob condições limitantes de nitrogênio levam à 
ativação do sistema Ntr, o sistema regulatório de nitrogênio que controla a expressão de genes 
necessários para o metabolismo de nitrogênio (Figura 1B).  
 A sinalização do status de nitrogênio dada pelos níveis de 2-OG e glutamina determina o 
estado conformacional de uma proteína da família PII, chamada GlnB, esta proteína atua na regulação 
do sistema Ntr (Figura 1B e 2). Quando sob condições suficientes de amônio, GlnB interage com 
NtrB e ativa sua atividade fosfatase, assim, NtrB desfosforila NtrC, resultando em repressão de genes 
dependentes de σN e de NtrC fosforilada. Quando sob condições limitantes de amônio, os níveis de 
glutamina intracelular diminuem e os de 2-OG aumentam, acarretando em uridililação de GlnB pela 
atividade de uma enzima chamada GlnD, gerando GlnB ligada covalentemente ao grupo uridilil 
(UMP3). GlnB-UMP3, assim, não mais inibe NtrB, o que resulta na auto-fosforilação de NtrB que, 
então, fosforila NtrC. Deste modo, NtrC fosforilada torna-se capaz de se ligar em determinados sítios 
de ligação no DNA, favorecendo a atividade da RNA polimerase para expressar genes do 
metabolismo de nitrogênio, dependentes do fator σN, como os genes dos operons glnKamtB, glnHPQ 
(expressa genes atuantes no transporte de glutamina) e do próprio glnALG. A interação entre GlnB e 
NtrB, além de ser negativamente regulada pela uridililação de GlnB, é gradualmente desfavorecida 
conforme ocorre aumento dos níveis de 2-oxoglutarato, que é um regulador alostérico de proteínas 
da família PII (van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013; Huergo, Chandra & Merrick, 2012; 
Jiang, Ventura & Ninfa, 2012). 
 A expressão do operon glnALG (codificante de GS, NtrB e NtrC, respectivamente) é 
controlada por outro fator de transcrição, além da própria proteína NtrC, o CRP-cAMP, logo, é 
também dependente de fator σ70, além de σN. Assim, NtrC e CRP competem pelo mesmo sítio de 
ligação a montante de glnALG, possibilitando uma resposta transcricional integrada com alterações 
do metabolismo de C e N (van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013). Outro ponto de integração 
entre os metabolismos de C e N se faz pela ação da proteína CRP, diretamente atuante no controle 
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negativo da transcrição dos genes do operon gltBDF, codificantes de subunidades da enzima GOGAT 



















2.2  PROTEÍNAS DA FAMÍLIA PII  
  
2.2.1  Características das proteínas PII  
 
 As proteínas da família PII constituem umas das famílias de proteínas transdutoras de sinais 
mais amplamente distribuídas na natureza, pois são encontradas em Bacteria, em archaeas fixadoras 
de nitrogênio e em cloroplastos de eucariotos fototróficos (algas vermelhas e plantas). Essas proteínas 
são amplamente descritas como sendo reguladoras do metabolismo de nitrogênio, no entanto, há 
outros indícios de atuação como integradora dos metabolismos de nitrogênio, carbono de energia 
celular (Huergo, Chandra, & Merrick, 2012; Forchhammer, 2008). 
 As proteínas PII são codificadas pelos genes glnK, glnB e nifI. Acredita-se que a origem das 
diferentes proteínas tipo PII ocorreu decorrente de evento de duplicação gênica e em alguns casos o 
parálogo de glnB, glnK, é denominado glnZ ou glnJ, como em Azospirillum brasilense e em 
Rhodospirillum rubrum (proteobactérias fixadoras de nitrogênio), respectivamente (Huergo, Chandra
FIGURA 2 – Controle do sistema Ntr pela GlnB. Sob condições limitantes de nitrogênio, a enzima GlnD 
uridilila as proteínas PII, que não podem interagir com NtrB, que fica livre para fosforilar NtrC. O aumento 
dos níveis de 2-OG também contribui para o desfavorecimento da interação GlnB-NtrB. Então NtrC-P liga-se 
ao DNA ativando a transcrição de diversos genes associados ao metabolismo de nitrogênio. Por outro lado, 
sob condições de excesso de nitrogênio, as proteínas GlnB são desuridililadas e interagem com NtrB, inibindo 
a fosforilação de NtrC e, assim, sua função de atividora da transcrição. FONTE: Adaptado de van Heeswijk, 
Westerhoff e Boogerd, 2013. 
.
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& Merrick, 2012). Em Escherichia coli e na maioria das proteobactérias são encontrados os genes 
parálogos glnK e glnB. Os genes nifI, por sua vez, são encontrados como nifI1 e nifI2 em Archaea, 
Proteobacteria, Chlorobi, Chloroflexi e Firmicute (Dodsworth, Cady & Leigh, 2005; Sant’ Anna et 
al., 2009; Portugal et al., 2011). Esses genes estão localizados entre os genes nifH e nifD, com os 
quais NifI possui uma ligação funcional direta. Os genes nifH, nifK e nifD codificam as proteínas 
NifH (dinitrogenase redutase) e NifDK (dinitrogenase), constituintes mais comuns da enzima 
nitrogenase, a qual realiza a fixação biológica do nitrogênio atmosférico e são reguladas 
negativamente pelas proteínas NifI em resposta aos níveis de 2-oxoglutarato (2-OG) (Kessler & 
Leigh, 1999; Sant’ Anna et al., 2009; Leigh & Dodsworth, 2007). A partir de agora, o termo PII 
refere-se à família de proteínas PII em geral. Para as proteínas PII de um determinado organismo será 
citado, como por exemplo, “as proteínas PII de E. coli”, entendendo-se GlnB e GlnK de E. coli. 
 O gene glnK é na maioria das vezes localizado em um operon juntamente com o gene amtB. 
Em E. coli, o gene glnK está localizado a montante do gene amtB no operon glnKamtB e esses genes 
não são essenciais para o crescimento da célula (Thomas, Coutts & Merrick, 2000).  A transcrição do 
operon glnKamtB é regulada de acordo com a disponibilidade de nitrogênio. Sob condições limitantes 
de nitrogênio a expressão de glnKamtB é estimulada e sob condições de alta disponibilidade de 
nitrogênio sua expressão é reprimida. Esse operon é controlado por promotor dependente de σ54 (ou 
σN), através do sistema Ntr, o qual tem função de ativar a expressão global de genes para assimilação 
alternativa de nitrogênio em proteobactérias. Assim, para transcrição de glnKamtB é requerida 
condição limitante de nitrogênio e ativação do sistema Ntr (Leigh & Dodsworth, 2007; Arcondéguy 
et al., 2001; van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013; Tremblay & Hallenback, 2009). 
 O gene glnB de E. coli, que codifica a outra proteína da família PII, a proteína GlnB, não está 
em um operon e possui expressão constitutiva a partir de quatro promotores não-dependentes de σN. 
Um operon relacionado ao gene glnB, a montante, é codificante para duas proteínas de funções 
desconhecidas, dentre as quais, uma possui alto grau de homologia com NtrC (Arcondéguy, Jack & 
Merrick, 2001; van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013; Huergo, Chandra & Merrick, 2012). 
 
2.2.2  Estrutura das proteínas PII e sua regulação alostérica 
 
 As proteínas PII são proteínas transdutoras de sinais devido sua capacidade de sinalizar o 
estado metabólico celular por meio do sensoriamento dos níveis de nitrogênio, carbono e energia. Os 
níveis de 2-OG são indicadores dos níveis de carbono e/ou nitrogênio na célula (Reyes-Ramirez et 
al., 2001; Schumacher et al., 2013; Yan et al., 2011; Zhang et al., 2013). Os níveis de glutamina 
sinalizam os níveis de nitrogênio e os de ATP e ADP indicam o estado energético. A transdução dos 
sinais de nitrogênio, carbono e energia é resultante da capacidade que PII possui de ligação direta aos 
 19 
metabólitos 2-OG e ATP/ADP, de forma alostérica, e ao grupo uridilil (UMP), de forma covalente 
em resposta aos níveis de glutamina (Xu et al., 1998; Truan et al., 2010; Rajandran et al., 2011; Jiang 
& Ninfa, 1998; Jiang & Ninfa, 2007; Fokina et al., 2010; Engleman & Francis, 1978; Palanca et al., 
2017). Além disso, em todo o domínio Plantae, exceto Brassicasseae, as proteínas PII parecem ligar-
se diretamente à glutamina (Chellamuthu et al., 2014). 
 As proteínas PII de E. coli, GlnB e GlnK, apresentam 67% de identidade (Figura 3B) e são 
proteínas homotriméricas com características estruturais bastante favoráveis para interação proteína-
proteína, como a presença de 3 flexíveis e protuberantes loops por monômero que adotam diferentes 
conformações. As diferentes conformações que adotam os loops de PII ocorrem pela ligação dos 
efetores alostéricos MgATP, ADP e 2-OG e também pela ligação covalente e reversível de grupo 
UMP a um dos loops, chamado de loop-T, de acordo com os níveis de glutamina intracelular (Xu et 
al., 1998; Truan et al., 2010; Rajandran et al., 2011; Jiang & Ninfa, 1998; Jiang & Ninfa, 2007; 
Fokina et al., 2010; Engleman & Francis, 1978; Palanca et al., 2017). A capacidade de sofrer 
modificação estrutural de acordo com a concentração intracelular de diversos metabólitos provê uma 
ampla capacidade às proteínas PII de serem reguladoras da atividade de diversos alvos-chave no 
metabolismo, controlando a ação de proteínas como proteínas de membrana, enzimas e fatores de 
transcrição (Huergo, Chandra & Merrick, 2012)  
 Cada monômero das proteínas PII de E. coli, GlnK e GlnB, apresenta 112 resíduos de 
aminoácidos, os quais arranjam-se em um homotrímero que possui estrutura em forma de barril 
(Figura 3A), formado por 2 cadeias α-hélices e seis cadeias-β. Essa estrutura está arranjada de tal 
forma que 2 α-hélices e 4 cadeias-β formam um duplo motivo βαβ conectados por um longo loop, 
chamado de loop-T, constituído por 19 resíduos de aminoácidos (resíduos 38-56). O loop-T está 
localizado entre a cadeia-β2 e a cadeia-β3. O segundo loop chamado de loop-B, menor que o loop-
T, é formado pelos resíduos 82-88 e ocorre entre a α-hélice 2 e a cadeia-β4 na porção C-terminal da 
proteína. Há ainda um terceiro loop, o loop-C, formado pelos resíduos 102-106, localizado depois da 
cadeia-β4, já na porção final C-terminal (Cheah et al., 1994). Esses loops são bastante conservados 
dentro da família PII. Na interface de interação entre os monômeros do trímero de PII, os loops B, C 
e T constituem a fenda de ligação (Figura 4A), onde ocorrem os sítios de ligação para os efetores 
ATP, ADP e 2-OG (Huergo, Chandra & Merrick, 2012). 
 A estrutura das proteínas PII pode apresentar semelhança com estrutura de proteínas com 
funções regulatórias (Forchhammer, 2008). A estrutura trimérica e pequena com loops flexíveis, 
muito semelhantes a estrutura de PII, é vista em muitas proteínas regulatórias em bactérias, archaeas, 
cianobactérias, plantas e mamíferos (Forchhmmar e Luddecke, 2016), dentre as quais algumas 
apresentam funções parecidas. Como por exemplo a proteína DarA de Bacilus subtilis que mesmo 
possuindo apenas 16% de identidade de sequência com PII, apresenta 88% de similaridade estrutural. 
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Essa proteína é capaz de ligar AMP cíclico nas fendas entre suas subunidades constituintes alterando 
a conformação de seus loops, assim como a ligação entre os nucleotídeos ATP/ADP em PII 







































 Nas proteínas PII, o loop-T parece ser a estrutura mais determinante nas interações PII com 
proteínas alvo (Forchhammer, 2008), sendo a porção mais afetada pela ligação dos efetores na fenda 
de ligação (Xu et al., 1998; Conroy et al., 2007; Truan et al., 2010). Foi demonstrado que a interação 
de GlnB de E. coli com alguns de seus alvos, tais como ATase, AmtB e a proteína NtrB, são altamente 
dependentes do loop-T (Jaggi et al, 1996; Jiang et al, 1997a; Jiang et al, 1997b) e a conformação do 
Figura 3 – Estrutura geral das proteínas PII. (A) Cada subunidade do trímero de PII está representada em 
diferentes cores (não relacionadas com B). Os maiores loops estão representados em linhas pontilhadas, os 
loops-T, representando seu caráter de alta flexibilidade. i: visão superficial de PII; ii: Visão lateral de PII. 
Bastõs em amarelo correspondem ao ADP no sítio de ligação. FONTE: Forchhammer, 2008. Análise de 
sequencia de aminoácidos das proteínas PII. (B) Nível de conservação de aminoácidos determinado por 
alinhamento múltiplo de sequencia (MAFFT) com proteínas homólogas (HEMMR) por algoritmo ConSurf. 














loop-T é dependente do efetor ligado na fenda de ligação na base do loop-T entre as subunidades 



















Em Synechococcus elongatus foram verificadas até 3 moléculas de ATP, 2-OG e Mg2+ ligadas 
simultaneamente em cada trímero na estrutura de cristal de PII (Figura 4C). Em S. elongatus e E. coli, 
ATP e 2-OG apresentam cooperatividade negativa de ligação à PII, de tal modo que o Kd da segunda 
e terceira molécula aumenta consideravelmente em relação ao Kd da primeira molécula (Fokina et al, 
2010b; Kamberov et al, 1995; Jiang, Peliska & Ninfa, 1998). Os resíduos que estabilizam a ligação 
das moléculas de MgATP + 2OG concomitantemente são os resíduos altamente conservados de 
Lys58 e Gln39. A Lys58 realiza ponte salina com grupo 5-carboxil do 2-OG, por sua vez, a Gln39 
realiza 3 pontes de hidrogênio com oxigênios dos fosfatos α, β e γ da molécula de ATP e duas pontes 
de hidrogênio com dois oxigênios da porção ácido 2-oxo de 2-OG (Truan, 2010). Em A. thaliana, na 
ausência de 2-OG, o resíduo de Glu55 (análogo de Glu44 bacteriana) parece tomar o lugar desse 
metabólito em estrutura de PII ligada com MgATP, sem 2-OG (PDB ID 2RD5). 
 É notável a ampla gama de possibilidades conformacionais no loop-T e fenda de ligação que 
as proteínas PII podem adotar. Cada monômero pode adotar uma determinada conformação em 
consequência de ligação de ADP, MgATP ou MgATP-2-OG nas proteínas PII (Figura 4), os quais
FIGURA 4 – Modificações na estrutura das proteínas PII. A: Indicação da fenda lateral, vista superficial; 
B: Indicação do resíduo de tirosina 51 do loop-T, passível de uridililação; C: Ligação de MgATP-2-OG; D: 
Ligação do ADP. FONTE: Huergo, Chandra & Merrick, 2012. 
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são estabilizados pela interação dos resíduos Lys58 com Gln39, com Gln44 ou com grupo 5-carboxil 
de 2-OG, respectivamente (Truan et al., 2010). A ligação do ATP e ADP ocorre de forma competitiva 
em PII de E. coli, sendo a ligação do ATP no sítio de ligação co-operativa com 2-OG e a ligação do 
ADP antagônica a 2-OG (Jiang et al., 2007) assim como em outros organismos (Smith et al., 2003; 
Fokina et al., 2010b; Gerhardt et al., 2012) 
 O 2-OG é uma molécula intermediária do ciclo do ácido cítrico que tem sido descrita como 
sendo sinalizadora intracelular dos níveis de carbono. O nível de 2-OG é significativamente reduzido 
quando E. coli é submetida à privação de carbono (Yan., 2011; Zhang et al., 2013). Além disso, 2-
OG causa diminuição da produção de cAMP, o indutor primário da expressão de genes de proteínas 
catabólicas de carbono (You et al., 2013). A determinação da concentração fisiológica de ATP e de 
ADP é bastante variável, no entanto, o que parece ser determinante para as funções celulares é a razão 
ADP/ATP, que sob condições de suficiência de fonte de carbono é relatada como sendo 0,8-0,95, 
podendo atingir valores menores sob privação de carbono, relatados de 0,1 a 0,5 (Chapman et al., 
1971; Bennett et al., 2009; Jiang & Ninfa, 2007; Petersen & Moller, 2000). Contudo a determinação 
de correta concentração fisiológica de metabólitos é bastante difícil devido a capacidade rápida de 
mudança das concentrações, influenciadas durante os processos de extração (Huergo & Dixon, 2015). 
 
2.2.3  Enzima GlnD bifuncional – Uridililação/desuridililação das proteínas PII 
 
 Em proteobactérias, as proteínas PII podem ser modificadas por ligação covalente de um 
grupo uridilil (UMP) no resíduo Tyr51 do loop-T de cada monômero (Figura 4B), sendo possível 
encontrar as espécies de PII parcialmente uridililadas (PII-UMP1 e PII-UMP2) e totalmente uridililada 
(PII-UMP3), ou seja, com 1, 2 ou 3 grupos UMP ligados, respectivamente (Bonatto et al., 2007; 
Araújo et al., 2004; Araújo et al., 2008; Rodrigues et al., 2011; Engleman & Francis, 1978). A 
estrutura cristalográfica de GlnB-UMP3 de E. coli sugere que a adição de UMP não estabiliza o loop-
T (Palanca et al., 2017), uma vez que não foi possível se obter a estrutura do loop devido seu caráter 
de flexibilidade, o que não favorece determinação de estrutura. Já foi possível observar o loop-T em 
estruturas cristalográficas de PII não uridililadas, porém, sob diferentes conformações por Cheah et 
al., (1994) e Carr et al., (1996).  
 A uridililação e desuridililação das proteínas PII é catalisada pela atividade uridililtransferase 
(UTase) e atividade removedora de uridilil (UR) da enzima bifuncional GlnD (Figura 2). A enzima 
GlnD é codificada pelo gene glnD, regulado por fator σ70 e, possivelmente, pelo fator σ54 de forma 
parcial, logo, o transcrito de glnD seria parcialmente controlado pelo metabolismo de nitrogênio, no 
entanto, essa regulação por nitrogênio não está bem estabelecida e mais estudos são necessários (van 
Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013). Interessantemente, o gene glnD é transcrito a partir de um 
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cluster glnKamtBglnD em Actinobacteria, diferentemente de proteobactéria, em que glnD está 
localizado sozinho no genoma (Arcondéguy & Merrick, 2001). 
 A enzima GlnD possui 890 resíduos de aminoácidos, cuja massa teórica seria de ~102kDa, 
porém, essa proteína migra com peso molecular de cerca de 89-kDa em SDS-PAGE (van Heeswijk 
et al., 1993) e se relata comportamento em gel filtração de uma proteína de aproximadamente 100 
kDa (Kamberov et al., 1994), o que indicaria estado de oligomerização monomérico de GlnD. Não 
há nenhuma proteína homologa à GlnD com alto grau de identidade, no entanto, estudo de
mutagênese sítio dirigida (Zhang et al., 2010) e análise de sequências permitiram conhecer melhor 
alguns aspectos de GlnD. GlnD é constituída por 4 domínios (pfam), o domínio nucleotidiltransferase 
(NT), (localizado na porção N-terminal da proteína) que possui função de adicionar o grupo uridilil 
em PII, o domínio HD (região central da proteína) que possui função de remover o grupo uridilil e 2 
(dois) domínios ACT C-terminais, encontrado em proteínas capazes de se ligar à aminoácidos, no 
caso da GlnD, o aminoácido ligante é a glutamina (Engleman & Francis, 1978; Jiang, Peliska & 












 O domínio nucleotidiltransferase (NT) é um domínio conservado encontrado em proteínas 
que constituem uma ampla superfamília de proteínas bastante diversificadas, que catalisam a 
transferência de um nucleotídeomonofosfato (NMP) a partir de um nucleotídeo trifosfato (NTP) para 
um grupo hidroxila aceptor que pode ser uma proteína, um ácido nucleico ou ainda uma pequena 
molécula carbônica. As enzimas membro dessa superfamília realizam importantes funções 
biológicas, como a poliadenilação de RNA (como a poliA polimerase), reparo de DNA (como as 
DNA-polimerases β, λ e μ), regulação da atividade de enzimas-chave (como a ATase), transdução de 
sinais intracelulares (como a GlnD), entre outras (Kuchta et al., 2009).  
 A ATase, codificada pelo gene glnE, é uma proteína que possui função proximamente 
relacionada à GlnD no sistema de assimilação de nitrogênio bacteriano, que também possui o domínio
FIGURA 5 – Esquema representativo da organização dos domínios da enzima GlnD de E. coli. O domínio 
NT abrange os resíduos 74-169 na porção N-terminal da enzima. O Domínio HD centralizado é constituído pelos 
aminoácidos 468-602. O domínio ACT ocorre em duplicidade, formado pelos resíduos 708-771 (ACT1) e 815-
871 (ACT2). Asteriscos vermelhos representam as mutações pontuais abordadas no texto. No domínio NT os 




NT, no entanto, ATase possui dois domínios NT homólogos, com cerca de 25% de identidade entre 
si quando as porções C e N-terminal são alinhadas (Jaggi et al., 1997). GlnD e ATase possuem 27% 
de identidade em seu comprimento total, já os seguimentos de sequência de aminoácidos dos 
domínios NT de GlnD (resíduos 74-169) e da ATase possuem 24% de identidade com NT C-terminal 
da ATase (593-813) e 24% com NT N-terminal da ATase (1-440, alinhando entre os resíduos 121-
300) (Clustal Omega). Os domínios NTs são em geral similares, mas não possuem idênticas 
topologias (Figura 6). O motivo estrutural de NT que caracteriza o sítio de ligação a metal na ATase 
consiste em 3 cadeias β adjacentes, das quais a primeira (β1) é anti-paralela as demais (β1 e β2). No 
fim da β1 há uma glicina conservada em todas as estruturas conhecidas que inicia um pequeno loop 
que conecta uma hélice à β2. No início da β2 há dois resíduos de aspartato (701 e 703) que são 
resíduos de ligação à metal. Outro resíduo de ligação à metal é o Asp752 na terceira cadeia-β (β3), 
esta é conectada à β2 por uma hélice (α14). Esta conexão β3-β2 pode variar em outras proteínas 
(Figura 6) (Xu et al., 2010). Alinhamento entre os domínios NT da GlnD de E. coli com domínios 
NT de outras proteínas revelam alguns aminoácidos conservados, como a glicina 93, glicina 94 
(serina ou lisina em alguns membros), aspartato 105 e aspartato 107. A deleção do domínio NT de 
GlnD de E. coli anula sua atividade nucleotidiltransferase (UTase) e mutação nos resíduos G93L/V, 
G94V e D107A/V/Y causaram perda funcional quase completa deste domínio (Zhang et al., 2010).  
 Outro domínio conservado encontrado na enzima GlnD é o domínio central chamado domínio 
HD. Esse domínio, que abrange os resíduos de aminoácidos 468-602 de GlnD, é o menos conhecido 
domínio desta enzima (pfam). Entre os resíduos mais conservados no domínio HD estão os de 
histidina (H) e aspartato (D), característica que dá nome ao domínio e que indica que a coordenação 
com cátions divalentes são essenciais para a atividade dessas proteínas (Aravind & Koonin, 1998). 
Domínios HD são encontrados em enzimas de Bacteria, Archaea e Eukariota, que possuem atividade 
fosfohidrolase e estão relacionadas a proteínas com funções no metabolismo de ácidos nucléicos, 
transdução de sinais, entre outras. A estrutura cristalográfica de uma proteína hipotética de Aquifex 
aeolicus depositada no PDB (O67745) descrita como proteína constituída de domínio HD, 
pertencente a superfamília das fosfohidrolases metal-dependentes, é formada por 371 resíduos de 
aminoácidos (44kDa) (Oganesyan et al., 2007), no entanto, essa proteína possui apenas alguns poucos 
resíduos que alinham com a sequência de aminoácidos do domínio HD (468-602) da GlnD de E. coli, 
totalizando apenas 23% de cobertura (análise no BLASTp).  
 A ausência do domínio NT e mutantes G93L/V mostraram uma pequena perca de atividade 
removedora de uridililil (UR) na presença de Mg2+, mas não na presença de Mn2+, indicando relação 
entre os domínios NT e HD de alguma forma. Por sua vez, deleção do domínio HD e as duplas 
substituições nos resíduos H514A + D515A e H514Q + D515N causaram efeito deletério à atividade 






















 A enzima GlnD de E. coli possui dois domínios ACT, presentes na porção C-terminal da 
enzima. ACT é um domínio estrutural encontrado em uma ampla gama de proteínas com estruturas 
bastante variadas e que em geral possuem capacidade de ligação a aminoácidos. Proteínas com esse 
domínio são encontradas em Bactéria, Archaea e eucariotos, inclusive plantas, fungos e até 
mamíferos. ACT é um motivo estrutural formado por 70-80 aminoácidos (Grant, 2006). Na GlnD de 
E coli os domínios ACT compreendem aos resíduos 708-771 (ACT1) e 815-871 (ACT2). Os dois 
domínios ACT não são idênticos e apresentam apenas 30% de identidade de sequência de 
aminoácidos (BLASTp). A primeira estrutura de uma proteína contendo um domínio ACT a ser 
resolvida foi da enzima 3-fosfoglicerato deshidrogenase, ligante de serina, de E. coli (Schuller et al., 
1995), que possui estrutura tetramérica com um domínio ACT por subunidade. Esta proteína é 
estruturalmente representativa entre domínios ACT (Figura 7) e é composta por 4 cadeias β e duas 
α-hélices que formam um arranjo βαββαβ, em que a cadeia β1 conecta-se a α1, esta conecta-se a β2 
por um longo loop. β2 é uma cadeia β bastante curta que por um breve loop está conectada à β3, de 
onde segue outro loop mais longo até a hélice α2, que por fim, é conectada à cadeia β4. Essa estrutura,
FIGURA 6 – Estrutura geral dos domínios NT da ATase de E. coli. A: Esquema do arranjo estrutural do 
domínio NT C-terminal (AT-C); B: Esquema do arranjo estrutural do domínio NT N-terminal (AT-N); C: 
Representação Ribbon de AT-C; D: Representação Ribbon de AT-N; Círculos vermelhos indicam as 
diferenças estruturais indicadas entre os domínios FONTE: Adaptado de Xu et al., 2010. 
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no entanto, somente foi reconhecida como um motivo recorrente anos depois, após a resolução das 
estruturas de 3 proteínas que apresentam esse motivo, cujas letras iniciais que as nomeiam dão nome 


















 A maioria das proteínas que apresentam o domínio ACT possuem capacidade de interação 
com aminoácidos, regulando transcricionalmente genes relacionados ao metabolismo desses 
aminoácidos. No entanto, algumas proteínas evoluíram para interagir com outros ligantes (Grant, 
2006). No caso da enzima GlnD, provavelmente esses domínios ACT são responsáveis por prover a 
GlnD a capacidade de sensoriar os níveis intracelulares de glutamina, o aminoácido formado pelo 
sistema GS/GOGAT a partir da absorção de amônio.  
 Em estudo in vitro de caracterização da atividade da enzima GlnD usando proteínas mutantes 
de E. coli foi possível conhecer muitos aspectos desta enzima. No que diz respeito aos domínios ACT, 
foram utilizadas as construções GlnD ΔACT1e2 (ausente de ambos os domínios ACT) e ΔACT2 
(ausente apenas do domínio ACT2) para mensurar a atividade UR e UTase. A atividade UTase foi 
drasticamente reduzida pela deleção dos dois (ACT1e2) ou de um domínio (ACT2), o que permite 
inferir que ACT é domínio estimulatório da atividade realizada pelo domínio NT, a atividade UTase 
Zhang et al., 2010).   
FIGURA 7 – Arranjo estrutural conservado do domínio ACT. Domínio ACT da 3-fosfoglicerato 
deshidrogenase (ligante de serina) de E. coli mostrando o arranjo βαββαβ do motivo. O diagrama de traços 
círculos e triângulos representam loops, α-hélices e cadeias-β, respectivamente. FONTE: Grant, 2006. 
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 É conhecido que a atividade UR (desuridililação) ocorre de forma independente de glutamina 
mas é estimulada pela presença de glutamina (Engleman & Francis, 1978; Jiang, Peliska & Ninfa, 
1998), tal estímulo foi confirmado medindo-se a atividade UR das construções GlnD ΔACT1e2 e 
ΔACT2 de E. coli, em que o mutante ΔACT1e2 apresentou atividade UR aumentada, assim como a 
GlnD selvagem na presença de glutamina, no entanto, GlnD ΔACT1e2 mostrou atividade UR 
aumentada na presença e na ausência de glutamina, indicando que ACT exerce um efeito inibitório 
sobre o domínio HD, efeito que é desfeito quando glutamina liga-se em ACT. GlnD ΔACT2 
apresentou atividade semelhante à de GlnD selvagem na ausência de glutamina, tanto na presença 
como na ausência desse aminoácido, o que indica que ambos os domínios ACT são necessários haver 
estímulo, ou não inibição, da atividade do domínio HD, a atividade UR ou desuridililação (Zhang et 
al., 2010).  
 Sendo assim, em resumo, no modelo proposto de inter-relacionamento entre os domínios de 
GlnD por Zhang et al. (2010), quando sob condições limitantes de nitrogênio, glutamina está sob 
baixa concentração, assim, a GlnD possui sua atividade UTase/uridililação estimulada e atividade UR 
inibida concomitantemente pelos domínios ACT, e PII é uridililada. Por outro lado, quando sob 
choque de amônio, a glutamina aumenta de concentração, ligando-se nos domínios ACT, os quais, 
então, por estarem ligados à glutamina, adotam conformação não inibitória da atividade do domínio 
HD, a atividade UR/desuridililação. A inibição da atividade UTase por glutamina, por sua vez, é de 
complicada interpretação, uma vez que, há efeito inibitório proveniente do estímulo da atividade UR 
frente a presença deste aminoácido. Zhang et al. (2010) identificaram a ocorrência de um ciclo fútil 
de uridililação/desuridililação em ensaios de UTase sob condições de atividade UR (presença de 
glutamina). E em ensaios com GlnD mutantes ausentes de atividade UR, a atividade UTase não 
apresentou resultado significativamente diferente na presença ou ausência de glutamina, nem em 
ensaios com mutantes ACT.  
 O metal divalente fisiologicamente relevante para a atividade de GlnD era sugerido como 
sendo o Mg2+ (Jiang & Ninfa, 1998), no entanto, a concentração fisiológica de cada metal (Mg2+ e 
Mn2+) seria de imprescindível importância para essa determinação. Além disso, parece haver dois 
sítios de ligação a metal na GlnD, no domínio NT e no domínio HD, ou ainda mais que dois, o que 
torna ainda mais difícil entender como cada metal contribui para cada mecanismo enzimático de GlnD 
(Zhang, et al., 2010).  
 A enzima GlnD de E. coli, além de uridililar PII, pode também adicionar outros nucleotídeos 
a partir de CTP, GTP ou ATP, porém, GlnD usa com muito maior preferencia o UTP (UTP 2200 
mM/min, CTP 170 mM/min, GTP 21 mM/min e ATP 12mM/min) (Jiang & Ninfa, 1998). De 
qualquer forma, isso mostra que PII pode receber outros nucleotídeos e que GlnD pode adicionar 
outros nucleotídeos, que não somente UMP. Tanto que nas actinobactérias Streptomyces coelicolor 
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(Hesketh et al., 2002) e Corynebacterium glutamicum GlnD adiciona AMP ao invés de UMP ao 
resíduo Tyr51 em condições deficientes de nitrogênio (Strosser et al., 2004). Em algumas 
cianobactérias, as proteínas PII são modificadas por fosforilação de um resíduo de Ser49, no loop-T 
(Forchhammer e Tandeau de Marsac, 1994; Forchhammer e Tandeau de Marsac 1995; Kloft et al., 
2005) em resposta a condições limitantes de nitrogênio, assim como em Proteobacteria. No entanto, 
a proteína quinase que realiza essa modificação em PII ainda não foi identificada, conhecendo-se 
somente a proteína que realiza desfosforilação de PII, a proteína fosfatase PphA (Kloft et al., 2005). 
A desfosforilação de PII é inibida na presença de 2-OG e MgATP (Irmler e Forchhammer, 2001; 
Ruppert et al., 2002). Além da fosforilação, em cianobactéria foi descrita também nitração do resíduo 
Tyr51 (Zhang et al., 2007), embora a função fisiológica desta modificação não esteja bem 
determinada. Apesar dos vários relatos de modificação pós-traducional enzimática nas proteínas PII, 
há ainda organismos cuja modificação não foi identificada ou ainda nem ocorra, como em PII de 
Archaea, Firmibacteria, algumas cianobactérias e plantas (Huergo, Chandra & Merrick, 2012).  
 A modificação pós-traducional das proteínas PII é um importante evento regulatório do 
metabolismo e conhecer mais aspectos sobre essa modificação é essencial para se entender o 
funcionamento metabólico da célula no que diz respeito aos processos de transdução de sinais que 
envolvem as proteínas PII e as proteínas que as modificam. Em E. coli, a ausência de glnD gera 
crescimento celular severamente defeituoso (Arcondéguy & Merrick, 2001). No entanto, é relatado 
que a deleção do gene glnD gera inviabilidade celular na bactéria fixadora de nitrogênio 
Sinorhizobium meliloti (Rudnick et al., 2001). Porém, em mutante com porção N-terminal deletada 
de glnD resultou em bactéria capaz de fixar nitrogênio, mas com uma ineficiente simbiose com planta 
leguminosa (alfalfa). Neste caso, sendo somente conhecido como papel de GlnD o de uridililação e 
desuridililação de PII, é sugerido que GlnD possa desempenhar outro papel na célula ainda não 
conhecido, (Yurgel e Kahn, 2008).  
 Desta forma, ressalta-se aqui a grande importância que se tem de se conhecer mais sobre 
GlnD, uma vez que é uma proteína muito pouco estudada. Estudos estruturais de GlnD poderiam 
esclarecer diversos fatores até hoje incertos sobre sua regulação e sua catalise.  
 
2.2.4  Interações PII/proteínas-alvo 
 
 A atividade regulatória realizada pelas proteínas PII se dá por meio da interação direta com 
outras proteínas-alvo de acordo com os sinais metabólicos exercidos pelos níveis de glutamina, 2-
OG, MgATP e ADP. O número de interações proteína-proteína mediadas por PII descritas até o 
momento é amplo e ainda crescente. Em E. coli, as proteínas-alvo de PII conhecidas e bem 
estabelecidas como proteínas-alvo são: a proteína NtrB (interage com GlnB no sistema de regulação 
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da expressão de genes do metabolismo de nitrogênio), a ATase (que interage com GlnB no controle 
do sistema GS/GOGAT) e AmtB (que interage com GlnK no controle da absorção de amônia) 
(Huergo, Chandra & Merrick, 2012; van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013).      
 
2.2.4.1 Interação GlnK-AmtB 
 
 A mais bem caracterizada interação entre PII e uma proteína alvo é a interação GlnK-AmtB, 
encontrada em bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e Archaea (Huergo, Chandra e Merrick, 
2012). A AmtB é uma proteína de membrana pertencente a família das proteínas transportadoras de 
amônio Amt/MEP/Rh encontrada em todos os domínios da vida. Embora não esteja bem estabelecido 
qual elemento é transportado por essas proteínas, se amônio ou amônia (Tremblay & Hallenbeck, 
2009) parece que ambos podem ser transportados (Abdulnour-Nakhoul et al., 2016) (a partir de agora, 
quando se citar amônio refere-se a ambas as formas protonada NH4
+ e/ou não protonada NH3, quando 
se citar amônia refere-se especificamente a forma desprotonada NH3).  
A AmtB de E. coli é uma proteína trimérica e cada homotrímero possui 11 hélices 
transmembrana que constituem um canal de amônio por subunidade (Coutts et al., 2002). Em E. coli 
e na maioria das proteobactérias o gene amtB é co-transcrito com glnK, indicando a associação 
funcional entre seus produtos gênicos AmtB e GlnK, respectivamente (Thoamas et al., 2000; Coutts 
et al., 2002; Tremblay et al., 2007). Sob condições limitantes de nitrogênio, os genes glnK e amtB 
são expressos devido a ativação do sistema Ntr por GlnB. A AmtB vai para membrana e realiza sua 
função de absorção de amônio pelo canal (van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 2013). Quando, por 
sua vez, em caso de disponibilidade excessiva de amônio, os níveis de glutamina sobem e os de 2-
OG diminuem favorecendo a interação de GlnK com AmtB. A interação GlnK-AmtB inibe a absorção 
de amônio por AmtB de forma dependente de ADP e do estado não uridililado de GlnK. Por sua vez, 
a formação do complexo AmtB-GlnK é negativamente sensitiva a presença de 2-OG e ATP (Durand 
et al., 2006; Radchenko et al., 2010, Huergo et al., 2010; Javelle et al., 2004; Javelle et al., 2005; 
Rodrigues et al., 2011; Conroy et al., 2007).  
 A interação AmtB-GlnK de E. coli (Figura 8) ocorre sob estequiometria de 3:3 monômeros. 
A GlnK encontra-se no lado citosólico interagindo com AmtB imersa na membrana celular, com a 
porção N-terminal de AmtB voltada para o lado externo. A interface de interação entre AmtB e GlnK 
envolve resíduos da porção C-terminal de AmtB, exposta ao citosol, e a regiões do loop-T de GlnK. 
Os loops-T se posicionam internalizando-se nos poros de absorção de amônio da proteína AmtB. 
Estudos mutagênicos indicam que a formação do complexo AmtB-GlnK parece ser sensível a 
pequenas modificações de aminoácidos (Severi, Javelle & Merrick, 2006; Conroy et al., 2007) e na 
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estrutura de cristal do complexo o resíduo R47 na ponta do loop-T de GlnK forma ponte de hidrogênio 




















 Outra proteína alvo de PII envolvida no sistema regulatório de nitrogênio de E. coli é a ATase. 
A ATase, também chamada de GlnE, tem seu gene, glnE, expresso de forma constitutiva e é uma 
proteína atuante no sistema de assimilação de amônia, regulando a atividade da enzima GS.  
 Quando sob condições insuficientes de nitrogênio, os níveis de 2-OG são altos e os de 
glutamina são baixos, esses níveis desencadeiam na desuridililação de GlnB, pela atividade de GlnD. 
GlnB então interage com NtrB, ativando NtrC, que consequentemente ativa a transcrição de genes 
dependentes de σN. O sistema GS/GOGAT é o sistema responsável pela modificação dos níveis de 
glutamina e 2-OG na célula. A enzima GS, cujo gene codificante (glnA) é transcrito de forma 
aumentada sob condições limitantes de nitrogênio em E. coli (Merrick & Edwards, 1995; Reitzer, 
2003; Amon et al., 2010), é um homo-dodecâmero formado por monômeros de 52kDa cada, que 
FIGURA 8 – Estrutura geral do complexo AmtB-GlnK de E. coli. A: Vista superficial do complexo; B: Vista 
lateral do complexo. FONTE: Conroy et al., 2007.  
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formam uma estrutura em forma de dois anéis hexagonais sobrepostos, com 12 sítios ativos 
(Eisenberg et al., 2000). Esta enzima, sob condições limitantes de nitrogênio, catalisa a assimilação 
da amônia pela condensação dessa molécula ao glutamato, formando glutamina, ao passo que a 
enzima GOGAT usa uma molécula de glutamina para condensa-la ao 2-OG e formar 2 moléculas de 
glutamato, as quais são utilizadas pela GS reiniciando o ciclo (van Heeswijk, Westerhoff & Boogerd, 
2013). No entanto, para que a GS seja apta a catálise, ela precisa ser ativada pela remoção de um 
grupamento AMP ligado covalentemente ao resíduo Ty397 de cada monômero, essa remoção é
catalisada pela enzima ATase (Reitzer, 2003).  
A ATase é uma enzima bifuncional, capaz de adicionar e também de remover um grupo AMP 
do resíduo de Tyr397 da GS. O sinal para a adenilação ou deadenilação de GS é dado pela direta 
interação com GlnB. Quando sob condição limitante de nitrogênio, GlnB é uridililada pela GlnD. Por 
conseguinte, a GlnB-UMP3 interage com a ATase a qual tem então sua atividade removedora de AMP 
(AR) induzida, e com isso a GS é deadenilada e ativada. Por outro lado, quando sob suficientes 
condições de nitrogênio, GlnB é desuridilada, e assim, a GlnB não modificada interage com ATase, 
que desta vez, induz a atividade adenililtrasferase (AT) desta enzima, assim, a GS é adenilada e, com 
isso, inativada (Ninfa & Atkinson, 2000; Reitzer, 2003) (Figura 9). 
 Contudo, há ainda outros elementos regulatórios das interações ente GlnB e ATase 

















FIGURA 9 – Sistema de regulação da GS em E. coli. Cor azul indica evento decorrente de excesso de 
nitrogênio e cor vermelha representa evento decorrente de deficiência de nitrogênio. Linhas continuas indicam 
modificação pós-traducional covalente e linhas pontilhadas indicam efeito alostérico. Flechas com pontas 
representam ativação e flechas com pontas cegas representam inibição. FONTE: Leigh & Dodsworth, 2007. 
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ATase, o que estabiliza o complexo GlnB-ATase (Jiang & Ninfa, 2007). Além disso, o 2-OG parece 
ser importante para controlar a interação de GlnB com ATase (Jiang et al., 1998; Shapiro, 1969). 
As proteínas PII interagem com seus alvos de forma especifica e também de forma sobreposta, 
de tal modo que, em E. coli, GlnK também interage com ATase, mas GlnB parece ser mais efetiva in 
vitro (van Heeswijk et al., 1996, van Heeswijk et al., 2000; Atkinson & Ninfa, 1998; Atkinson e 
Ninfa, 1999) e GlnB também interage com AmtB em mutantes glnK (Coutts et al., 2002). Esta 
possibilidade de sobreposição funcional entre as proteínas PII é entendida, não somente como 
provindo de um resquício funcional resultante da duplicação gênica ancestral, mas sim como um 
mecanismo de refinamento regulatório para as funções que desempenham. 
 
2.2.4.3 Outras interações PII/proteínas-alvo 
 
 No curso da evolução, as proteínas PII têm adotado variadas funções regulatórias dentro do 
metabolismo de nitrogênio, carbono e energia em diversos organismos atuando por meio da interação 
proteína-proteína. As proteínas PII têm regulado, por interação física direta, proteínas transportadoras 
de membrana, enzimas regulatórias e fatores de transcrição, e acredita-se que o número de proteínas-
alvo de PII ainda não é totalmente conhecido (Huergo, Chandra & Merrick, 2012; Forchhammer, 
2008). As proteínas PII possuem alguns alvos bem estabelecidos em outros organismos, como as 
proteínas DraT e DraG em diazotrofos, como R. rubrum (Zhang et al., 2001), A. brasilense (Klassen 
et al., 2001, 2005; Huergo et al., 2005; Huergo et al., 2006), R. capsulatus (Drepper et al., 2003) e 
Azoarcus sp. (Martin & Reinhold-Hurek, 2002). As proteínas DraT e DraG estão envolvidas com 
regulação pós-traducional da enzima nitrogenase, enzima capaz de fixar nitrogênio atmosférico. Um 
alvo bem conhecido e estudado de PII é a proteína NAGK que catalisa etapa irreversível da 
biossíntese de arginina em cianobactérias e plantas. Em cianobactérias, também podemos citar a 
proteína Pip-X, que interage com PII a fins de controle transcricional de genes do metabolismo de 
nitrogênio (Forchhamer, 2008). Um fator de transcrição que é alvo de interação com PII é a TnrA em 
Bacillus subtilis (Kayumov et al., 2011). 
 Um alvo bastante interessante de PII, que foi descrito primeiramente em A. thaliana, é a 
proteína BCCP (Feria Bourrellier et al., 2010). A proteína BCCP é uma subunidade da enzima acetil-
CoA carboxilase que catalisa a primeira e irreversível etapa da síntese de ácidos graxos, uma das vias 
mais amplamente distribuídas na natureza (Waldrop & Cronan, 2002). Feria Bourrellier et al., 2010, 
verificaram que PII interagia com BCCP in vitro de forma dependente de MgATP e que essa interação 
resulta em parcial inibição da atividade da acetil-CoA carboxilase (ACC), em cerca de 50% e que tal 
inibição era revertida na presença de 2-OG, oxaloacetato e piruvato e que 2-OG reverte a inibição de 
forma dose dependente. Em nosso trabalho anterior, esses dados foram confirmados também nas 
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bactérias E. coli e A. brasilense, pela caracterização in vitro da interação entre GlnK e BCCP 
(Rodrigues et al., 2014). Foi mostrado que BCCP somente interage com GlnK se biotinilada, uma 
vez que BCCP requer essa coenzima para seu papel no complexo ACC. A interação entre GlnK e 
BCCP ocorre de forma dose dependente de MgATP e essa interação é desfavorecida por uridililação 
de GlnK e por 2-OG de forma dose dependente. Não observamos efeito de oxaloacetato ou piruvato, 
nem foi observado afeito na atividade da ACC na presença de GlnK (Rodrigues et al., 2014).  
 No presente trabalho, foi dedicado a caracterização da interação entre GlnB e BCCP de E. 
coli in vitro e a identificação de um fenótipo resultante dessa possível interação. O estudo das funções 
regulatórias de PII abrangem mecanismos-chave em vias metabólicas importantes para o balanço de 
nitrogênio, carbono e energia na célula. O envolvimento das proteínas PII no controle de uma via 
relacionada diretamente ao metabolismo de carbono demonstra fortemente o quão essas proteínas 
podem ser importantes e diversificadas funcionalmente.  
 
 
2.3  ACETIL-CoA CARBOXILASE (ACC) 
 
 A ACC é uma enzima da família das carboxilases dependentes de biotina. Proteínas desta 
família são amplamente distribuídas na natureza e estão presentes em bactérias, archaeas, algas, 
fungos, plantas e animais realizando importantes papeis na síntese de lipídeos, aminoácidos e 
carboidratos (Tong, 2013). As enzimas carboxilases dependentes de biotina, em geral são engajadas 
em reações de fixação de CO2, realizam a carboxilação da biotina de forma dependente de ATP e íon 
divalente (em geral Mg2+), seguida da transferência do grupo carboxil da biotina para um aceptor 
final, em geral um substrato ligado à coenzima A (CoA). Além da acetil-CoA carboxilase também 
são pertencentes a essa família a piruvato carboxilase (PC), que atua na gliconeogênese, a propionil-
CoA carboxilase (PCC), atuante na oxidação de ácidos graxos de cadeia ímpar, a β-metilcrotonil-
CoA carboxilase (MCC), atuante no catabolismo de aminoácidos, a ureia carboxilase (UC), que provê 
à microorganismos o uso de uréia como fonte de nitrogênio, e a geranil-CoA carboxilase (GCC), que 
está envolvida no catabolismo de isoprenóides de microoganismos e plantas (Waldrop, Holden & 
Maurice, 2012; Tong, 2013).  
 Carboxilases dependentes de biotina possuem componentes catalíticos que podem ocorrer 
como domínios de um polipeptídeo único ou como componentes de enzimas com múltiplas 
subunidades. Os componentes BCCP (proteína carreadora de carboxil-biotina), BC (biotina 
carboxilase) e CT (carboxiltransferase) são os domínios/subunidades responsáveis pela catálise das 
enzimas carboxilases dependentes de biotina. A função de BCCP é carrear seu grupo prostético 
biotina para o sítio ativo da BC, onde a biotina é carboxilada, de forma dependente de ATP e 
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bicarbonato, gerando a carboxil-biotina. BCCP então faz a translocação da carboxil-biotina para o 
sítio ativo da CT, onde o grupo carboxil é transferido ao aceptor final da reação. No caso da ACC, o 
acetil-CoA é o composto aceptor do grupo carboxil, gerando malonil-CoA. A formação de malonil-
CoA a partir de acetil-CoA caracteriza a primeira etapa da síntese de ácidos graxos. Esta é a etapa 
irreversível e limitante da via que leva a formação de acil-ACPs de cadeia longa (>12C) (Figura 10A) 

















 Em E. coli e na maioria dos seres vivos a função do malonil-CoA é prover dois carbonos para 
as etapas de alongamento de ácidos graxos, embora, em algumas archaeas e bactérias 
fotossintetizantes o malonil-CoA alimente vias autotróficas de fixação de carbono pela sua redução 
catalisada pela enzima malonil-CoA redutase (MCR) (Hügler et al., 2002). Em eucariotos, o malonil-
CoA ainda tem função regulatória da via sintética de ácidos graxos, atuando como potente inibidor 
da carnitina/palmitoiltransferase 1 (CPT1), prevenindo o transporte de ácidos graxos para dentro da 
mitocondria para β-oxidação (McGarry & Brown, 1997; Ramsay et al., 2001; Wakil & Abu-Elheiga 
2009).  
 Em bactérias e na maioria dos cloroplastos das plantas dicotiledônias, algas, briófitas, 
pteridófitas, gimnospermas e em monocotiledôneas não-gramíneas a enzima ACC ocorre de forma 
heteromérica. Por sua vez, a ACC ocorre como polipeptídeo de cadeia única multi-domínio no citosol 
de plantas, cloroplastos de plantas monocotiledôneas e em mamíferos (Waldrop, Holden & Maurice,
FIGURA 10 – Esquema da reação catalisada por enzimas carboxilases dependentes de biotina (A). 
Organização dos domínios de enzimas ACC em diversos organismos (B). A: A biotina é carboxilada no 
sítio ativo da BC e depois translocada para o sítio ativo da CT para possibilitar a carboxilação do acetil-CoA, 
formando malonil-CoA. A distância entre o átomo N9 da biotina e o resíduo de lisina de BCCP biotinilado é 
de 16Å. A movimentação da BCCP somado ao alcance da biotina varia de 40-80Å entre as estruturas 
conhecidas. B: Os domínios/subunidades estão representados conforme indicação de cores na figura. O 
número de resíduos de aminoácidos que compõem cada domínio/subunidade está representado. FONTE: 
Tong, 2013 (A), Tong, 2005 (B). 
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2012; Salie & Thelen, 2016). Há também algumas bactérias que possuem ACC sob a forma 
polipeptíca de cadeia única, como na actinobactéria Mycobacterium avium sub-spécie 
paratuberculosis, (Tran et al, 2014) e formas intermediárias com domínios fundidos, como na 
bactéria Gram-positiva Streptomyces coelicoclor (Figura 10B) (Tong, 2005). 
 Em plantas, a ACC plastidial é principalmente engajada na formação de malonil-CoA para a 
biossíntese de ácidos graxos de cadeia longa (>12C). Enquanto a ACC citoplasmática é importante 
para o metabolismo secundário, como síntese de ácidos graxos de cadeia muito longa (>C20), 
flavonóides, produção de ceras cuticulares e outros compostos, assim como para o desenvolvimento 
embrionário (Nikolau et al., 2003; Chalupska et al., 2008; Lu et al., 2011). Arabdopsis thaliana 
possui duas formas parálogas de BCCP, a BCCP1 e a BCCP2, que aparentemente são co-localizados 
no cloroplasto (Feria Bourrellier et al., 2010). Embora BCCP1 possa compensar a falta do gene acc2 
(expressa BCCP2) e BCCP2 não seja capaz de suprir a falta de acc1 (expressa BCCP1), a qual resulta 
em fenótipo letal (Li et al., 2011), BCCP1 e BCCP2 possuem relativa redundância funcional.  
 Em mamíferos há duas isoformas da ACC, a ACC1 e ACC2. Essas isoformas apresentam 
diferentes níveis de expressão nos tecidos de humanos e camundongos (Kreuz et al., 2009). A ACC1, 
também conhecida como ACCα, é citosólica e catalisa a primeira, limitante e irreversível etapa da 
via biossintética de ácidos graxos no fígado, adipócitos e tecidos lipogênicos. Há uma segunda 
isoforma de ACC de mamíferos, a ACC2, também conhecida como ACCβ, que possui 73% de 
identidade de aminoácidos com a ACC1 e é associada a membrana mitocondrial externa através do 
resíduo 140 N-terminal, ausente em ACC1. ACC2, embora seja ligada a membrana, possui sua maior 
porção exposta ao citosol, seus primeiros 20 resíduos de aminoácidos são altamente hidrofóbicos e 
sua expressão ocorre principalmente nos tecidos musculares e coração, assim como no fígado (Abu-
Elheiga et al., 2000; Tong, 2013). 
 Na levedura Saccharomyces cerevisiae, por sua vez, além da ACC1 citosólica, há ainda uma 
forma mitocondrial desta enzima, chamada de HFA1, que é muito importante para o crescimento em 
lactato ou glicerol como fonte de carbono, assim como para a biossíntese de ácidos graxos nesta 
organela (Hoja et al., 2004; Hiltunen et al., 2010). Contudo, essa isoforma é somente encontrada em 
S. cerevisiae, embora, também já tenha sido relatada atividade da ACC em mitocôndrias de plantas. 
Em mitocôndrias de outros organismos o malonil-CoA é produzido pela malonil-CoA sintetase 




2.3.1  Características estruturais dos componentes da acetil-CoA carboxilase (ACC) 
 
2.3.1.1 Biotina carboxilase (BC)  
 
 A primeira estrutura da subunidade BC de E. coli foi publicada em 1994 (Waldrop et al., 
1994). Atualmente há diversas estruturas disponíveis de BC de eucarioto e procarioto (Tong, 2013). 
A BC de E. coli é uma proteína homodimérica em que cada monômero é constituído por 449 resíduos
de aminoácidos (49,4 kDa). A BC possui três domínios por monômero, o domínio A ( resíduos 1-
103), B (131-203) e C (208-449). Os domínios A e C, formam uma estrutura globular e ambos são 

























FIGURA 11 – Estrutura geral da biotina carboxilase (BC). A: Estrutura da BC de levedura ligada a um 
inibidor Sorafeno, representado em verde, e ligado a ATP, tal como a BC de E. coli (C). Nota-se que o domínio 
B está localizado longe do resto da estrutura. B: Estrutura do monômero de BC de E. coli em sua conformação 
“aberta”. C: Estrutura do dímero de BC de E. coli. A posição onde está o ATP está indicada. FONTE: Tong, 
2005. 
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nome à esta família das proteínas biotina carboxilases e é modelo representativo estruturalmente desta 
família (pfam). O domínio B, por sua vez, é encontrado em proteínas da família das carbamoil-
fosfatase sintases, as quais catalisam reação em que o ATP é usado para ativar o bicarbonato em 
ataque a amônia, glutamina ou, como no caso da BC da ACC, a biotina (Cronan & Waldrop, 2002). 
 O domínio A é composto por cinco folhas β-pregueadas paralelas flanqueadas por ambos os 
lados pelo total de quatro α-hélices (Waldrop et al., 1994). O domínio B é uma porção muito flexível 
da proteína que se estende para fora da porção globular, dobrando-se em duas cadeias do tipo α-hélice 
e três cadeias-β (Thoden et al., 2000). O domínio C, juntamente com o domínio A, compõe a porção 
globular da proteína e possui uma folha-β formada por oito cadeias-β anti-paralelas e outra formada 
por três cadeias-β menores anti-paralelas e sete α-hélices (Figura 11) (Waldrop et al., 1994). O sítio 
ativo de BC é formado por resíduos compartilhados dos domínios A e C. O domínio B sofre uma 
drástica mudança conformacional para fechar o sítio catalítico durante a catálise, acarretando em duas 
formas gerais estruturais desta proteína, a estrutura aberta e fechada de BC. 
A ligação do ATP induz rearranjo estrutural, de conformação aberta para fechada, que reflete 
no giro do domínio B de ~45ºC para dentro da estrutura (Waldrop et al., 1994; Thoden et al., 2000; 
Mochalkin et al., 2008; Chou et al., 2009). A BC eucariótica, por sua vez, é bastante semelhante mas 
possui seguimentos inseridos em sua sequência, principalmente entre os sub-domínios A e B (AB 
linker), o que torna, assim, o domínio BC de eucarioto (~550 resíduos) maior que a subunidade BC 
bacteriana (~450 resíduos) (Shen et al., 2004).   
 BC catalisa a carboxilação da biotina pela desprotonação do bicarbonato e ataque ao fosfato-
γ do ATP, gerando ADP e um carboxifosfato. A decomposição deste intermediário produz fosfato 
inorgânico e CO2. Em seguida, o átomo N1 da biotina é desprotonado por um óxido de fosfato, 
possibilitando o ataque de um CO2 a este átomo, gerando a carboxil-biotina-BCCP. Depois disso a 
reação segue pela translocação da carboxil-biotina para o sítio ativo da CT, onde a descarboxilação 
da biotina ocorre e o CO2 é transferido o para o acetil-CoA, gerando, malonil-CoA (Tong, 2005). Em 
E. coli, o resíduo que extrai o próton do bicarbonato é o de Glu296, iniciando o ataque nucleofílico 
ao ATP. O intermediário carboxil-fosfato é decomposto a CO2 e ortofosfato (PO4
-3), este extrai o 
próton do átomo N1 da biotina, então o resíduo de Arg338 estabiliza a biotina-enolato resultante para 
a reação de carboxilação. Por fim, o ataque ao átomo N1 por CO2 leva a formação da carboxil-biotina. 
Estes resíduos conservados atuam provavelmente da mesma forma em outras enzimas biotina 
carboxilases (Knowles, 1989; Chou et al., 2009). 
O sítio de ligação do ATP em BC de E. coli pode ser dividido em 3 diferentes regiões (Figura 
12), à região de ligação da adenina (1), a região de ligação da ribose (2) e a região de ligação do grupo 
fosfato (3). A região de ligação da adenina abrange aos resíduos dos aminoácidos E201, K202, L204, 
I157-K159, L278 e I287. A região de ligação da ribose é composta pelos resíduos H209, Q233, H236 
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e H438. E na região de ligação dos fosfatos estão envolvidos os resíduos K116, K159 e o loop rico 
em glicina formado pelos resíduos 161 a 168 (Waldrop et al., 1994; Thoden et al., 2000; Mochalkin 






















 BC é uma proteína dimérica e os sítios ativos de cada monômero parecem ser independentes 
um do outro para a formação do motivo catalítico, por estarem distantes na interface dimérica, no 
entanto, a dimerização é importante para prover relevante atividade (Janiyani et al., 2001), a qual 
ocorre de forma alternada nos sítios ativos, em um ciclo catalítico que funciona por mecanismo “flip-
flop" (Mochalkin et al., 2008). A interface de ligação entre seus monômeros se dá pela interação 
iônica dos resíduos Arg19 and Glu23 de um monômero com Glu408 a Arg401 do outro monômero, 
respectivamente (Mochalkin, 2008; Chou, et al, 2009; Chou e Tong, 2011).  
 Os resíduos de aminoácidos importantes para interagir com o bicarbonato são o R292, o V295 
e o E296, que interagem com os átomos de oxigênio 1, 2 e 3 do bicarbonato respectivamente. Por sua 
vez os resíduos Y82, V295 e R338 parecem ser importantes para a interação da biotina com o sítio
FIGURA 12 – Sítio ativo da biotina carboxilase (BC) de E. coli. As moléculas de MgATP, bicarbonato e 
biotina estão representadas em bastões predominantemente verde, preto e rosa, respectivamente. Vários 
seguimentos da proteína estão omitidos. Pontes de H estão representadas em linhas pontilhadas. FONTE: 
Tong, 2013. 
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ativo da BC. O íon magnésio está em interação com os resíduos E276 e E288 na estrutura de cristal 
de BC na presença de MgADP (Chou et al., 2009).  
 
2.3.1.2 Proteína carreadora de carboxil-biotina (BCCP) 
 
 BCCP é o componente catalítico da ACC responsável por carrear a biotina ao sítio ativo da 
BC para carboxilação e consecutivamente translocar a carboxil-botina formada para o sítio ativo da 
CT, onde ocorre a transferência do grupo carboxil da biotina para o acetil-CoA, formando malonil-
CoA (Waldrop & Cronan, 2002). Em E. coli, BCCP é constituída por 156 resíduos de aminoácidos  
(~16,7 kDa) cujo nível de conservação é limitado, exceto pela região C-terminal onde há um domínio 
bastante conservado, o domínio biotinoil, presente em proteínas que possuem a biotina como 
coenzima. Em BCCP de E. coli, o domínio biotinoil abrange os resíduos de aminoácidos 81-155 
(pfam) (Figura 13B). Este domínio possui homologia estrutural com domínios lipoil encontrados em 
enzimas que recebem o ácido lipóico como coenzima. A biotina ou ácido lipóico são covalentemente 
ligados a um resíduo de lisina. As proteínas que utilizam a biotina como coenzima possuem atividade 
de carboxilases, enquanto as enzimas que usam o ácido lipóico realizam atividade de lipoamida 
aciltransferase, como a 2-oxoglutarato deshidrogenase, piruvato deshidrogenase e complexo BCKDK 
(Cronan, 2008). 
 O sítio de biotinilação das proteínas carboxilases dependentes de biotina é um motivo 
conservado constituído pelos resíduos (Ala/Val)-Met-Lys-(Met/Leu) (Cronan & Waldrop, 2002; 
Nikolau et al., 2003). A modificação pós-traducional que sofre BCCP de E. coli pela ligação da 
biotina se dá no resíduo K122. Em E. coli, BCCP é a única proteína biotinilada e sua biotinilação é 
catalisada pela enzima BirA, também chamada de proteína biotina ligase (BPL) (Chapman-Smith e 
Cronan, 1999b). A BirA de E. coli é uma proteína monomérica de 35 kDa que possui estrutura 
tridimensional já determinada (Wilson et al., 1992; Weaver et al., 2001; Wood et al., 2006; Eginton 
et al., 2015). A reação de biotinilação ocorre em duas etapas, primeiro, a BirA catalisa o ataque do 
oxigênio carboxilato da biotina no fosfato α do ATP, formando pirofosfato e biotinoil-AMP, também 
chamado de biotinoil-adenilato. Então o grupo ε-amino do resíduo de lisina 122 da BCCP é atacado 
nucleofilicamente pelo átomo do carbono anidrido formado, liberando o AMP e, assim, formando a 
ligação amida que une covalentemente a biotina à BCCP (Lane et al., 1964; Chapman-Smith e 
Cronan, 1999b). Sabe-se que 100% de BCCP nativa é biotinilada in vivo (Fall & Vagelos, 1972; 
Cronan et al., 1989), no entanto, quanto sob super-expressão de BCCP recombinante, somente 20-
30% é biotinilada (Li & Cronan, 1993), mesmo sob super-expressão de biotina ligase (Cronan et al., 
1989). 
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 Estruturalmente, a BCCP tem conhecida apenas a região C-terminal em E. coli. Essa porção 
de BCCP foi resolvida por difração de raio-X (Athappilly & Hendrickson, 1995) e por RMN (Yao et 

































FIGURA 13 – A-Estrutura da porção C-terminal da BCCP de E. coli. A biotina está representada (Holo-
BCCP). Está indicado também a característica região Thumb. FONTE: Tong, 2005 B- Análise de sequência 
de aminoácidos de BCCP. Nível de conservação de aminoácidos determinado por alinhamento múltiplo de 
sequencia (MAFFT) e predição funcional de aminoácidos por algoritmo ConSurf. Escala crescente de 
conservação de aminoácido: 1  2  3  4  5 6  7  8  9 . e – Resíduo exposto. b – Resíduo oculto. f – Resíduo 
funcionalmente importante (altamente conservado e exposto). s – Resíduo estruturalmente importante 





o momento, pois fatores fisico-químicos intrínsecos da sequência de aminoácidos de BCCP 
desfavorecem a cristalização desta proteína (Tong, 2013). Além disso, BCCP possui uma região 
central rica em prolina-arginina a qual se acredita proporcionar alta mobilidade a proteína, o que pode 
também desfavorecer a determinação de sua estrutura (Cronan e Waldrop, 2002).  
A porção C-terminal de BCCP de E. coli é resistente a ação proteolítica de diversas enzimas, 
característica conferida evolutivamente a algumas regiões conservadas e essenciais de algumas 
proteínas. Quando submetida a proteólise limitada com subtilisina, BCCP gera um polipeptídeo de 
71 resíduos de aminoácidos C-terminais. Esse polipeptídio foi resolvido estruturalmente por 
cristalografia de raio-X (Figura 13A), revelando uma estrutura β-sanduíche do domínio biotinoil, 
flanqueadas por dois conjuntos de quatro cadeias-β antiparalelas, β1, β6 e β8 de um lado e β2, β4 e 
β5 de outro (Athappilly & Hendrickson, 1995). A estrutura da região C-terminal de BCCP é 
estabilizada por um núcleo de resíduos hidrofóbicos. A hidrofobicidade conservada é característica 
de proteínas com domínio lipoil. Os resíduos formadores desse núcleo são provavelmente importantes 
determinantes estruturais. O resíduo único de cisteína 116 está entre os aminoácidos desse núcleo 
hidrofóbico, internalizado na estrutura (Athappilly & Hendrickson, 1995; Yao et al., 1997; Roberts 
et al., 1999). 
 Na porção C-terminal da BCCP de E. coli há dois motivos estruturais importantes, a β-hairpin 
turn localizada entre as cadeias β4 e β5, e a thumb, uma protuberância estrutural exposta a superfície 
de BCCP formada pelos resíduos 93 a 102. É em β-hairpin turn que há o sítio de biotinilação de 
sequência AMKM na qual o resíduo de lisina 122 é o que recebe a biotina covalentemente por meio 
da ação enzimática de BirA. A região thumb é um motivo estrutural somente encontrado na BCCP de 
bactéria (Figura 14). Estudos com proteína BCCP mutante para a região thumb mostraram perda de 
crescimento em cultura (Solbiati et al., 2002). Além disso, na apo-BCCP de E. coli, thumb possui 
maior flexibilidade do que na holo-BCCP, em que seus resíduos 95-100 interagem com a biotina 
estabilizando thumb e a estrutura global de BCCP. (Yao et al., 1999; Roberts et al., 1999). A energia 
final do arranjo estrutural calculado para a apo-BCCP (-241kJ/mol) é significantemente menor do 
que a da holo-BCCP (-507 kJ/mol), indicando o mais baixo grau de estabilidade da BCCP não ligada 
à biotina (Roberts et al., 1999). A estrutura da porção C-terminal de BCCP determinada por difração 
de raio-X tem a biotina estabilizando o motivo thumb pela formação de duas pontes de hidrogênio 
entre o anel uriedo da biotina e a cadeia lateral da treonina 94 da estrutura thumb. A estrutura do 
domínio BCCP da ACC eucariótica também é desestabilizada pela ausência de biotinilação (Wei & 
Tong, 2015). No entanto, em análise comparativa das estruturas da BCCP biotinilada e não-
biotinilada de E. coli por RMN não se detectou considerável alteração conformacional causada por 
biotina ou sua ausência, nem a ligação por ponte de hidrogênio da biotina a qualquer resíduo de BCCP 
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(Solbiati et al., 2002). Os autores defendem que tais pontes de hidrogênio descritas na estrutura de 
Athappilly & Hendrickson (1995) são irrelevantes para a estrutura de BCCP e que podem ser artefatos 
do estado cristalino da proteína. Além disso, a Thr94 não é um resíduo conservado em outras BCCPs 
e uma das pontes de hidrogênio mostradas na estrutura de cristal de BCCP, ocorre no N1-H do anel 
da biotina, o exato local onde o grupo carboxil é adicionado por BC, assim, tal ligação deveria ser 
quebrada de alguma forma para prosseguimento da reação da ACC. Nessa abordagem, a dependência 
estrutural de BCCP para com a biotina poderia ser um entrave catalítico e a biotina livre saturante 
teria maior atividade que a ligada à BCCP, o que sabidamente não ocorre (Solbiati et al., 2002). 
 A avidina tetramérica liga-se a biotina com constante de afinidade (Kd) de 10
-14M, o menor Kd 
para ligação não-covalente encontrado na natureza (Grenn, 1975). Em ensaios de co-purificação de 
BC-BCCP em cromatografia de afinidade à avidina, co-expressando BC e BCCP a partir de um 
mesmo plasmídeo sob controle de regiões RBS e promotora nativa do operon accBC, que expressa 
BC e BCCP, foi verificada estequiometria de um dímero de BC para quatro moléculas de BCCP 
(BC)2(BCCP)4 (Choi-Rhee & Cronan, 2003). Além disso, a porção N-terminal de BCCP é de 
fundamental importância para a interação entre BCCP e BC, pois construções contendo pequenas 
deleções de aminoácidos da região N-terminal de BCCP (Δ2-5, Δ5-9, Δ10-13, Δ14-16, Δ17-19, Δ20-
22, Δ23-25, Δ30-32) perderam capacidade de interação com BC em ensaios de co-purificação usando 
afinidade de holo-BCCP à coluna de avidina (Choi-Rhee & Cronan, 2003). No entanto, alguns dados 
estruturais de Broussard et al. (2013) se mostram contrários à estequiometria BC-BCCP e quanto a 
interface de interação do complexo sugerida por Choi-Rhee et al. (2003). 
 O complexo BC-BCCP purificado após co-superexpressão, em E. coli, formou cristal sob a 
forma de dois dímeros de BC para 4 monômeros de BCCP, uma proporção de 1:1. Difração desses 
cristais não possibilitou obter a estrutura da porção N-terminal de BCCP, somente da C-terminal o 
qual estava em interação com BC (Broussard et al., 2013), contrariando dados anteriores sobre porção 
de BCCP que medeia interação com BC (Choi-Rhee et al., 2003). A região thumb de BCCP 
apresentou-se exposta, voltada para o solvente e a região β-hairpin turn em parte em interação com 
BC e em parte exposta (Broussard et al., 2013).  
 A interação do domínio C-terminal da BCCP com BC, revelada por difração de raio-X, se dá 
pela formação de ponte de hidrogênio entre o grupo cabonila do resíduo Cys50 de BC com 
grupamento NH do resíduo Phe148 de BCCP. Ainda na porção N-terminal de BC, outra ponte de 
hidrogênio é formada pelo grupo NH de Cys50 de BC com grupo carboxila de Glu147. As cadeias 
laterais do resíduo His32 e Thr48 de BC interagem com o grupo carboxil da Glu147 de BCCP por 
meio de uma molécula de água. Mutação pontual no resíduo Glu147 de BCCP com região N-terminal 
deletada mostra queda de atividade de 3x (Chapman-Smith et al., 1999a). Além disso, compondo a 
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interface de interação BC-BCCP se tem o resíduo Asp149 de BCCP interagindo com o Tyr380 de 
BC (Broussard et al., 2013).  
Apesar de os dados estruturais obtidos por difração raio-X de cristal do complexo BC-BCCP 
de E. coli apresentar estequiometria 1:1 (monômeros), a estequiometria 2:1 de BCCP:BC é ainda 
fortemente defendida por Smith e Cronan (2014), com base em diversos experimentos realizados 
(Ishihama et al., 2008; Kuntumalla et al., 2009; Choi-Rhee & Cronan, 2003; Smith & Cronan, 2014). 
Além disso, a porção de BCCP importante para interação com BC é tida como sendo a N-terminal
(Choi-Rhee & Cronan, 2003), porção essa ausente na estrutura proposta do complexo BCCP-BC 
(Broussard et al., 2013). Tais incoerências com demais dados na literatura talvez tenham ocorrido 
pela forma ortodoxa pela qual foi obtido cristal do complexo BC-BCCP, usando-se proteínas 
agregadas, de acordo com perfil cromatográfico de gel filtração apresentado no trabalho de Broussard 
et al., (2013). Sendo assim, é concebível que as informações estruturais fornecidas pelo complexo 
BC-BCCP provenham de dados artefatuais, sendo necessário, por isso, mais estudos estruturais desse 
complexo. 
 Por sua vez, a estrutura do domínio BCCP de ACC2 de cadeia única de humano (hACC2) 
possui estrutura similar a subunidade BCCP bacteriana, exceto pela estrutura thumb, presente apenas 
em procariotos (Tong, 2013) (Figura 14). A estrutura do sub-domínio biotinoil da hACC2 (resíduos 
















camadas de 4 cadeias-β pregueadas, conectadas por um pequeno loop e loops que circundam um 
núcleo hidrofóbico e essas 8 cadeias-β estão dispostas de forma muito similar em E. coli. No domínio
FIGURA 14 – Comparação estrutural dos domínios biotinoil da BCCP humana e de E. coli. A: Em 
amarelo se tem o segmento do domínio BCCP da ACC2 humana. B: Em verde se tem a porção C-terminal da 
BCCP de E. coli. C: Sobreposição entre as estruturas A e B (r.m.s.d de 3,24 Å), onde percebe-se alto grau de 
similaridade, exceto pela região thumb. FONTE: Lee et al., 2008. 
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BCCP de hACC2, a biotina ligada covalentemente no resíduo Lys929 não apresentou interação com 
nenhum outro resíduo de aminoácido na estrutura de RMN (Lee et al., 2008). Alinhamento das 
sequências de aminoácidos de BCCP de E. coli e humano revela identidade de 27.6% e a sobreposição 
das estruturas de RMN apresentam 41 resíduos de aminoácidos sobrepostos, exceto os da região 
thumb (Figura 14). 
 
2.3.1.3 Carboxiltransferase (CT) 
 
 O domínio/subunidade carboxiltransferase é encontrado em enzimas pertencentes à super- 
família das crotonases. Esta família é composta por enzimas que realizam reações com tioesteres 
coenzima-A, como liases, oxirredutases, hidrogenases, decarboxilases, carboxiltransferases, 
isomerases, sintases e dehalogenases. Estruturalmente, enzimas crotonases possuem forma canônica 
formada por repetições ββα, em que as duas cadeias-β ocorrem aproximadamente perpendiculares 
entre si e cercadas por α-hélices (Hamed et al., 2008). 
 Crotonases podem ser multiméricas e a CT de bactéria é constituída de uma subunidade α e 
outra subunidade β, correspondentes aos sub-domínios C e N de eucarioto, respectivamente (Tong, 
2013). Em E. coli, CT é uma molécula heterotetramérica (α2β2-dímero de dímero) cuja estrutura geral 
tem forma de uma pirâmide triangular truncada. A subunidade α é constituída de 319 resíduos de 
aminoácidos com ~35kDa e a subunidade β é constituída de 304 resíduos de aminoácidos com ~33,2 
kDa e ambas são estruturalmente homólogas (Figura 15B) (Bilder et al., 2006). 
 A CT é o componente carboxiltransferase da ACC responsável pela transferência do grupo 
carboxil da biotina para o acetil-CoA, formando malonil-CoA. A carboxilação do acetil-CoA por CT 
requer a desprotonação do grupo amida do acetil-CoA pelo átomo N1 da biotina, após liberar o grupo 
carboxil, formando um íon enolato do grupo acetil que então ataca o CO gerando o malonil-CoA 
(Hamed et al., 2008; Attwood e Wallace, 2002). 
 As estruturas tetraméricas das CTs de E. coli (EcCT) e S. aureus (SaCT) possuem 52% de 
identidade de sequência e 93% de sobreposição estrutural com rmsd de 1Å e foram resolvidas com 
resolução de 3.2Å e 2Å, respectivamente (Bilder et al., 2006). As estruturas possuem uma cavidade 
central que gradualmente se abre de 13Å para 23Å na superfície ápice da pirâmide. O complexo 
dimérico α e β de CT possui 4 subdomínios. O domínio HS (helical subdomain) 1α e 2α (HS1α e 
HS2α) na subunidade α, e os domínios HS1β e domínio de Zn (motivo dedo-de-Zn) no monômero β 
(Figura 15). O motivo dedo-de-Zn de CT é do tipo-Cys4, com um metal divalente coordenado em 
uma estrutura tetrahédrica formada pelos grupos sulfridril de 4 cisteínas (C27, C30, C46 e C49) 




































FIGURA 15 – Estrutura da carboxiltransferase (CT). A: Estrutura do dímero de CT de levedura. 
Monômero 1 está em lilás e amarelo. Monômero 2 em azul e verde claros. B: Estrutura da CT (α2β2) de S. 
aureus. C: Região do canyon no sítio ativo da CT de levedura, com uma molécula de CoA reconhecida pelo 
domínio N e uma biotina em contato com o domínio C. D: Domínio de Zn da CT de E. coli mostrando os 4 
resíduos de cisteínas estabilizando o metal. E: Estrutura da CT de S. aureus, monômeros α e β, em sua 
conformação “forte”. As linhas pontilhadas indicam a inclinação estrutural na transição de conformação 
“forte” para “fraca”. Coloração laranja e azul clara para as estruturas pertencentes às subunidades α e β, 
respectivamente. FONTE: Tong, 2013; Tong 2005; Bilder et al., 2006; Meades et al., 2010.  
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coli (Meades et al., 2010) e plastidial em planta (Kozaki et al., 2001). As cisteínas do motivo dedo-
de-Zn não estão diretamente envolvidas na ligação dos substratos, mas provavelmente desempenham 
importantes para o “controle de tráfego” dos substratos ao sítio ativo. Para o controle de catálise de 
CT, ocorre a formação de duas distintas interfaces entre monômeros α e β, uma denominada interface 
“fraca" e outra interface “forte” (Figura 15E). A interface "forte" é gerada pela inclinação do 
subdomínio HS1α de 60º para fora e para a base da pirâmide triangular. Essa inclinação acarreta no 
agrupamento de 6 α-hélices e 4 folhas-β. O rearranjo estrutural das hélices α6, α7 e α8 do monômero 
α e α4, α5 e α6 do monômero β formam uma região chamada de 6 helix bundle. A região 6 helix 
bundle, encontrada também em outras estruturas crotonases (Hamed et al., 2008), possui resíduos 
hidrofóbicos bem conservados (I181, L185 e L209 (α7-8 monômero α) e L174, M177 e A208 (α6-5 
monômero β)) que provêm correta conformação para catálise. Por sua vez, o arranjo estrutural das 
cadeias β5 e β7 do monômero α e β10 e β12 do monômero β formam uma "plataforma catalítica”, 
que corresponde a região onde se tem os resíduos conservados importantes para a catálise em si, onde 
há a formação papel nas etapas catalíticas ou na liberação dos produtos (Meades et al., 2010). Tais 
subdomínios são de malonil-CoA a partir de acetil-CoA na presença de carboxil-biotina-BCCP 
(Bilder et al., 2006). 
Numa região chamada de canyon na interface do dímero β e α (ou domínios N e C) se tem o 
sítio de ligação da base adenina do acetil-CoA, somente presente na subunidade α. Por sua vez, na 
subunidade β é onde ocorre a associação do grupo tiol da CoA. As hélices α6 (subunidade β) e α'6 
(subunidade α) formam duas paredes do profundo canyon, no qual a menor cadeia-β do caraterístico 
motivo ββα formam o “chão" dessa região. Espera-se que a biotina alcance o sítio ativo pela 
subunidade α, como ocorre na subunidade β da propionil-CoA carboxilase (PCC). A maioria dos 
resíduos envolvidos na formação das interfaces de interação entre subunidades ou subdomínios são 
altamente conservados (Bilder et al., 2006; Tong, 2013).  
 Os resíduos responsáveis pela desprotonação do grupo amida do acetil-CoA são Gly199 e 
Gly200 da subunidade α (cadeia-β5) e Gly207 e Gly208 da subunidade β (hélice-α6), servindo como 
formadores de pontes de hidrogênio que constituem canais oxianions para estabilizar os ânions 
imidato na biotina e enolato no acetil-CoA, respectivamente (Bilder et al., 2006; Silvers et al., 2016). 
 
2.3.1.4 Acetil-CoA carboxilase (ACC) de S. cerevisiae 
  
 A ACC eucariótica da levedura Saccharomyces cerevisiae (ScACC) teve sua estrutura 
completa, de toda sequência de aminoácidos, publicada recentemente na revista Nature em uma 
estrutura homodimérica de 500kDa, em que cada monômero multi-domínio de 250kDa possui um 
domínio BCCP, outro BC e outro CT. Na região N-terminal (resíduos 1-795) da sequência 
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monomérica situam-se os domínios BC, BCCP e mais uma região chamada BT, região de interação 
entre BC e BCCP. A região C-terminal (resíduos 1492-2233) contém os subdomínios N e C do 
domínio CT. A região central da ScACC (resíduos 796-1491) não possui função conhecida e sua 
sequência de aminoácidos é bastante variável entre ACCs eucarióticas (Wei & Tong, 2015).  
 A estrutura global da holoenzima ScACC possui forma de um quarto de disco com raio de 
~140Å (Figura 16B) e espessura de ~120Å (Figura 16C). O domínio BC apresentou-se de forma 
dimérica, assim como a subunidade BC de E. coli, e está localizado próximo ao centro do disco da 
ScACC (Wei & Tong, 2015). A estrutura do domínio BC, quando isolado dos demais subdomínios 
da enzima ACC é monomérico e com uma conformação bastante distinta, o que pode explicar sua 
inativação quando não dimérica. (Chou et al., 2009; Shen et al., 2004; Janiyani et al., 2001). O dímero 
do domínio CT forma a porção marginal do disco sua estrutura na holoenzima é essencialmente a 
mesma estrutura do domínio isolado (Zhang et al., 2003), muito semelhante à CT de E. coli (Bilder 
et al., 2006), exceto pela ausência do motivo dedo-de-zinco (Figura 16).  
 Na ScACC, o domínio BCCP está posicionado próximo ao centro de cada face da holoenzima 
e a biotina está localizada no sítio ativo de CT. Na região central da proteína há 5 domínios não 
catalíticos denominados domínios AC (ou CD) cuja função não é bem caracterizada e cuja 
contribuição para a formação do dímero ACC é mínima. A estrutura da ACC inteira sugere que a 
contribuição de AC parece ser o de favorecer a correta conformação dos dímeros de BC e CT para 
catálise. O domínio BT, situado na região N-terminal da ACC, ajuda a mediar interações entre BC e 
CT, na parte central das faces de cada protômero, uma vez que não há contato direto entre estes 
domínios e é formado por uma central e longa hélice envolvida por um barril anti-paralelo de oito 
cadeias (Figura 16) (Wei & Tong, 2015). 
 A inibição da ACC de mamíferos pode ocorrer pela fosforilação de um resíduo de serina antes 
do domínio BC (Ser80 ACC1 e Ser222 ACC2 em humanos) e também pela ligação de sorafeno A 
(Cho et al., 2010) que reconhece um sítio de ligação do domínio BC isolado (na Trp487 do loop β19 
na ScACC), que não está disponível na BC dimérica, assim, inibindo de forma alostérica a 
estabilização da estrutura da BC para interagir com biotina-BCCP. Além disso, a diferença 
conformacional entre a estrutura da BC monomérica isolada e da BC dimérica na holoenzima é 
também crucial para a interação com o substrato, pois resíduos no loop β19-β20 se movem em 10Å, 
baseados no modelo de ligação da biotina em BC de E.coli, assim, tornando a conformação de BC 
imprópria para interagir com o substrato biotina-BCCP (Wei & Tong, 2015). Diferentemente da BC 
eucariótica, em E. coli, BC possui atividade catalítica independente das demais subunidades (Waldrop 
et al., 1994) pela capacidade de formação de estrutura homodimérica, sendo capaz de hidrolisar ATP 
mesmo na ausência de biotina, mas, de forma bastante lenta. Por sua vez, a hidrólise de ATP por BC, 
quando complexada às outras subunidades da ACC (holo-BCCP e CT) e na presença de acetil-CoA, 
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sofre uma modificação conformacional que aumenta a hidrólise de ATP em 1100 vezes (Blanchard 











FIGURA 16 – Estrutura da ACC de S. cerevisiae. A: Organização dos domínios da ScACC, com indicação 
dos números de aminoácidos. B: Estrutura geral da ScACC representando um protômero como Ribbon e outro 
como superfície. C: Estrutura ScACC vista lateral. D: Inclinação da estrutura em B em 90º para baixo. E: 
Inclinação da estrutura em D em 180º para baixo. F: Estrutura da região central, de função não conhecida, 







 Na análise estrutural da ScACC é sugerido que a biotina da BCCP é carboxilada no sítio ativo 
da BC do próprio protômero e então translocada para o sítio ativo do domínio C da CT do outro 
protômero formador do dímero de ScACC (Wei & Tong, 2015). 
  
 
2.4  REGULAÇÃO DA ACETIL-CoA CARBOXILASE (ACC) 
  
 A ACC é a enzima engajada na primeira e irreversível etapa da síntese de ácidos graxos na 
maioria dos domínios, exceto Archaea e algumas micobactérias (Cronan & Waldrop, 2002). Em E. 
coli e em muitas bactérias, as subunidades da enzima ACC são codificadas por 4 genes acc, sendo 
todos essenciais para o crescimento (Baba et al., 2006; Cronan & Waldrop, 2002). Os genes accB e 
accC codificam para as proteínas BCCP e BC, respectivamente, e localizam-se juntos em um operon 
accBC a 73.35 min no cromossomo (3403.1 kb) de E. coli MG1655 (selvagem), com accB situando-
se na extremidade 5’ do operon (a montante). Por sua vez, os genes que expressam as subunidades α 
e β da proteína CT são accA e accD, respectivamente, os quais encontram-se bastante separados no 
cromossomo bacteriano (4,50 e 53,40 min respectivamente) (Li & Cronan, 1993). Em algumas 
bactérias Gram-positivas os genes accB e accC, assim como accA e accD, encontram-se agrupados, 
juntos com demais genes da síntese de ácidos graxos (Cronan & Waldrop, 2002). Distribuição 
incomum dos genes acc é encontrada no genoma de Mycobacterium tuberculosis, onde há três genes 
anotados como codificantes para as subunidades BC/BCCP (accA1-3) e seis para CT (accD1-6), 
sendo que normalmente os organismos apresentam apenas 1 ou 2 ACCs (Reddy et al 2014). Análise 
proteômica de E. coli e uma bactéria proximamente relacionada Shigella flexneri, indicam 
quantidades equimolares de BC, CT α e CTβ, com BCCP ocorrendo a nível duas vezes maior que 
BC (Ishihama et al., 2008; Kuntumalla et al., 2009). 
 A expressão dos genes acc deve ocorrer de forma coordenada para expressão equimolar das 
subunidades, para que haja formação de ACC funcional (Li & Cronan, 1992). O controle 
transcricional do operon accBC ocorre pela auto-regulação exercida por BCCP em E. coli e essa co-
regulação é conservada em outras bactérias (Marini et al., 2001). A super-expressão de BCCP gera 
uma diminuição do conteúdo de RNAm accBC (James & Cronan, 2004) (Figura 17B). A substituição 
do promotor do operon accBC nativo, na posição cromossomal original, por um promotor lac causa 
a não-repressão do transcrito accBC quando BCCP é superexpressa. Além disso, na super-expressão 
somente da porção C-terminal de BCCP não ocorre repressão do transcrito accBC. Esses dados 
sugerem que a porção N-terminal de BCCP liga-se diretamente na região promotora. No entanto, na 
sequência de aminoácidos de BCCP não há indício de um sítio de ligação ao DNA conhecido e 
experimentos de gel-shift falharam ao tentar corroborar tal hipótese. Alternativamente, parece mais 
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plausível propor que BCCP interaja com outra proteína que desempenhe ou desencadeie por meio de 
outra proteína (ou RNA) a função de ligação direta no promotor do operon accBC, reprimindo, assim, 
sua transcrição (James & Cronan, 2004).  
 A expressão coordenada do operon accBC se mostra importante também pela eficiência de 
biotinilação de BCCP, que pode ser afetada pela super-expressão de BC. Quando BC está em excesso, 




























FIGURA 17 – Regulação da ACC de E. coli. A: Em fase log, com o aumento da concentração do produto 
final da síntese de ácidos graxos, acil-ACPs, estes ligam-se à ACC de forma direta, inibindo sua atividade 
(Davis & Cronan, 2001; Evans et al., 2017). B: Por sua vez, a BCCP é capaz de controlar a transcrição do 
operon accBC, não se sabe se de forma direta ou indireta (James & Cronan, 2004). C: Em fase estacionaria, 
as subunidades α e β de CT ligam-se aos seus respectivos RNAm inibindo a própria tradução. Quando em 
fase log, a maior abundancia de acetil-CoA leva a ligação desta molécula no seu sítio ativo em CT, 




complexada com BC, assim, a biotina acaba se acumulando no citoplasma por estar sendo adicionada 
à BCCP em uma menor taxa, consequentemente, a proteína BirA reprime o operon bioABCDF, que 
expressa genes para a síntese de biotina (Cronan, 2015; Abdel-Hamid e Cronan, 2007). Além disso, 
o efeito de redução da síntese de ácidos graxos pela super-expressão de BC ou de BCCP é revertida 
quando ambas as proteínas são super-expressas em quantidades equimolares (Karow et al., 1992). 
A proteína CT de E. coli também é descrita como sendo auto-regulada, mas a nível traducional 
e é expressa em quantidade equimolar, sob a mesma taxa de expressão (Li et al., 2014) (Figura 17C). 
CT possui o motivo dedo-de-Zn que é capaz de se ligar ao DNA, no entanto, a ligação ao DNA ocorre 
de forma inespecífica, o que indica que ligação ao DNA não configura função fisiológica de CT. 
Contudo, há uma proteína com domínio dedo-de-Zn homóloga a CT, a 50S ribossomal, que se liga a 
RNA. Assim, Meades et al. (2010), testaram a capacidade de interação de CT com RNA e foi 
verificado que CT liga-se à RNA preferencialmente. Os RNAm codificantes para subunidades α e β 
de CT apresentaram maior capacidade de inibição de complexo CT-DNA do que CT-RNAm totais 
de E. coli e CT-RNAt de S. cerevisiae. Além disso, uma série de RNAm codificantes para as 
subunidades de CT (α e β) de diferentes tamanhos foram testados e, assim, verificou-se que dentro 
da sequência dos RNAm das subunidades α e β há uma pequena sequência com 41% de homologia  
entre elas que, quando ausente nos segmentos de RNAm testados, não interagiram com CT. Em 
ensaio que mensura a transcrição/tradução in vitro, foi verificado que conforme aumento da 
concentração de CT ocorre aumento da inibição da tradução e que essa inibição é revertida na 
presença de acetil-CoA de forma dose-dependente.  
 Assim, Meades et al. (2010) propuseram uma hipótese para como se dá a coordenação da 
tradução dos genes accA e accD. Durante a fase estacionária, quando a síntese de novo de ácidos 
graxos é desnecessária, o nível de glucose é baixo e assim o nível de acetil-CoA também é baixo. O 
baixo nível de acetil-CoA permite que a CT se ligue ao seu próprio RNAm codificante das 
subunidades α e β, ligação esta mediada pelo motivo dedo-de-Zn, assim inibindo a tradução própria. 
Por sua vez, durante a fase log, a biogênese da membrana se faz necessária e nesse momento celular 
a glicose é abundante, logo, acetil-CoA torna-se abundante e liga-se em CT desligando-a do RNAm 
próprio e, assim, permitindo a tradução do RNAm. Deste modo, a ACC pode atuar na síntese de 
ácidos graxos em uma rápida resposta ao estado metabólico celular (Meades et al., 2010).  
 No entanto, há um artigo de Smith e Cronan (2014), que é dedicado a refutação da hipótese 
de repressão traducional da CT pela ligação de CT ao RNAm próprio, proposto por Meades et al., 
(2010). Smith e Cronan (2014) relataram experimentos in vivo que não corroboram a hipótese 
proposta por Meades et al., (2010), e argumentam que o tamanho dos RNAm testados (500-600 
nucleotídeos), por serem muito grandes, não existem in vivo pois, em bactéria, tradução e transcrição 
são eventos acoplados (Gowrishankar & Harinarayanan, 2004; Squires & Zaporojets, 2000). Em E. 
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coli, há um eficiente sistema que aborta o alongamento de RNAm não traduzido, realizado pelo fator 
de terminação Rho, que se liga no RNAm nascente ou que não esteja protegido por ribossomo, 
requerindo apenas 80 nucleotídeos para ligação, translocando-se (5’-3’) e liberando a RNA 
polimerase (Koslover et al., 2012), esta característica da proteína Rho impossibilitaria o mecanismo 
proposto por Meades et al, (2010). Por isso, os RNAm testados por Meades et al. (2010), 
provavelmente não existem in vivo. Além disso, os RNAm codificantes das subunidades α e β de CT 
possuem afinidade 4-vezes maior que os RNA totais. Isso seria uma especificidade muito baixa 
considerando que os RNA totais ocorrem em muito maior quantidade na célula, portanto, tal afinidade 
seria inespecífica e, assim, não se faz suficiente para caracterizar uma ação regulatória. Smith e 
Cronan também questionam a ausência de testes com moléculas semelhantes ao acetil-CoA para 
validar a especificidade do desligamento do complexo CT-RNAm, como CoA sozinho, malonil-CoA 
ou succinil-CoA (Smith & Cronan, 2014). 
 Outro mecanismo regulatório da acetil-CoA carboxilase ocorre pela direta interação de 
derivativos acilados da proteína ACP (Fatty-acyl carrier protein) (acil-ACP) (Figura 17A). Acil-
ACPs de comprimento entre 6 e 20 carbonos inibem a ACC, e múltiplas enzimas da síntese de ácidos 
graxos, de forma dose dependente, caracterizando inibição por feedback negativo, uma vez que acil-
ACP é produto da via biossintética de ácidos graxos. O acúmulo de acil-ACP configura, assim, um 
modo de controle não só da produção de ácidos graxos, mas também da taxa de crescimento. Essa 
inibição por acil-ACP acarreta em até 60-70% da redução da atividade da ACC na presença de 
concentração fisiológica dos acil-ACPs testados (Davis & Cronan, 2001; Heath & Rock, 1996; Evans 
et al., 2017). Por sua vez, uma estratégia de engenharia metabólica empregada para diminuir os níveis 
de acil-ACP e, assim, super-produzir ácidos graxos livres (FFA), se dá pela super-expressão de 
tioesterases, que convertem acil-ACP de cadeia longa (>12C) em ácidos graxos livres, os quais são 
então excretados da célula quando produzidos em excesso, como quando sob super-expressão de 
tioesterases (Jiang & Cronan, 1994; Cho & Cronan, 1995; Voelker & Davies, 1994; Ohlrogge et al 
1995). Uma vez que, a super-expressão de ACC sozinha não resulta em aumento da produção de 
ácidos graxos (Davis & Cronan, 2001; Lennen et al., 2010), somente quando ACC é co-super-
expressa com a tioesterase (TesA) de E. coli, é concebível entender que a etapa limitante é a formação 
de malonil-CoA pela ACC (Davis et al., 2000).  
 Por sua vez, em plantas, os genes codificantes das subunidades da ACC heteromérica de A. 
thaliana estão localizados no genoma nuclear, exceto accD, localizado no cromossomo plastidial. 
Cada subunidade possui um único gene codificante, exceto BCCP que possui dois genes, que 
expressam as isoformas BCCP1 e BCCP2 (Salie & Thelen, 2016). A BCCP2 é expressa em muito 
menor nível que BCCP1 e não possui fenótipo mutante letal, diferentemente do mutante BCCP1, que 
apresenta resposta fenotípica letal (Li et al., 2011). Ambas as subunidades BCCP (1 e 2) da ACC de 
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A. thaliana formam complexo com proteínas PII dependentemente de MgATP. Tal interação reduz a 
Vmax de ACC sem afetar o Km por acetil-CoA. O 2-oxoglutarato, piruvato ou oxaloacetato revertem a 
inibição de ACC por PII (Feria Bourrellier et. el., 2010). Em A. thaliana foi observado que a mutação 
do gene PII causa acúmulo de ácidos graxos nas sementes (Baud et al., 2010).  
 Em mamíferos, a ACC possui sua atividade regulada a diversos níveis. A forma rápida, ou 
local de regulação da ACC ocorre por meio de reguladores alostéricos, como citrato, CoA, palmitoil-
CoA e por reversível fosforilação. De outro lado, a ACC é também regulada de forma lenta e 
sistêmica, pela dieta, hormônios e pela atividade de fatores de transcrição globais. Além disso, a 
existência de isoenzimas de ACC1 e ACC2 também proporcionam adicional maleabilidade na 
regulação da ACC de forma tecido-específica em resposta a diferentes condições e necessidades 
celulares (Tong, 2013; Tong, 2005; Wakil & Abu-Elheiga, 2009).  
 Em relação a regulação de ACC de mamíferos por citrato, estudos sugerem que há dois sítios 
de ligação ao citrato, um sítio de ativação de alta afinidade (Kd ~1 mM) e um sítio de inibição de baixa 
afinidade (Ki ~30 mM). O citrato aumenta o Kcat (3 vezes) e Kcat/Km (10 vezes) do ATP e acetil-CoA 
para a ACC2, com um Ka de ~0.5 mM (Kaushik et al., 2009). No entanto, um estudo comparativo 
mostrou que a ACC2 tem sua atividade aumentada 1000 vezes pelo citrato enquanto que a ACC1 é 
ativada somente 4 vezes (Locke et al., 2008). Por sua vez, sobre a regulação da ACC por fosforilação, 
a proteína quinase AMP-ativada (AMPK) é a enzima que ataca o resíduo Ser80 de ACC1 e Ser222 
de ACC2 para fosforilação, já a proteína quinase cAMP-dependente (proteína quinase A) é a enzima 
que catalisa a fosforilação do resíduo Ser201 da ACC1 (Tong, 2013) em mamíferos. Assim, a ACC1 
humana, quando fosforilada, interage com BRCA1 tendo sua atividade reduzida (Ray et al., 2006; 
Ray et al., 2009). 
 Em humanos, o gene da ACC1 está localizado no cromossomo 17q12 e a ACC2 no 
cromossomo 12q13. Há múltiplos promotores regulando esses genes e são necessários no comando 
de splicing alternativo na ponta 5’ do RNAm de ACC1 (Mao et al., 2003) e na modificação da porção 
N-terminal (Barber et al., 2005). A ACC1 possui 3 principais promotores, os promotores PI, PII e 
PIII, os quais são ativados pelos hormônios triiodotironina e reprimidos por colesterol (Mao et al., 
2003). A ACC2 possui 2 promotores, o promotor I regula a expressão tecido específica de ACC e o 
promotor II tem a regulação mediada por fatores miogênicos, como o MyoD e o fator músculo 
regulatório 4 (MRF4) (Kim, Lee e Kim, 2003). A expressão dos genes das ACCs humanas é 
controlada por diversos fatores de transcrição, como SBERP1, SREBP1c e ChREBP (Tong, 2005). 
Uma dieta livre de lipídeos torna as ACCs mais ativas e a privação de alimento ou diabetes tornam 
as ACCs menos ativas. Dieta rica em carboidratos induz a transcrição da ácido graxo sintetase (FAS), 
ACC1 e ACC2. A dieta está relacionada a ação de fatores de transcrição que atuam em resposta aos 
hormônios insulina e glucagon. Em estado suprido de alimentação, a glucose excessiva é convertida 
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em ácidos graxos na forma de triglicerídeos. Assim, com o aumento da insulina no estado alimentado 
se dá a desfosforilação de ACC, aumentando sua atividade, enquanto que glucagon e epinefrina tem 
efeito oposto (Kim, 1997; Wakil e Abu-Elheiga, 2009; Pégorier et al., 2004).  
 A atividade de ACC também é regulada pelo controle da polimerização, em que uma proteína 
citosólica, a MIG12 (~20kDa), promove a polimerização da ACC1 pelo estímulo de citrato e é 
incorporado dentro do polímero (Kim et al., 2010). A afinidade da MIG12 é negativamente regulada 
pela formação de complexo com uma outra proteína, a Spot 14 (~17kDa) (Colbert et al., 2010)  
 
 
2.5  METABOLISMO DE ÁCIDOS GRAXOS EM BACTÉRIAS 
 
 O metabolismo de ácidos graxos é uma das vias metabólicas mais amplamente encontradas 
nos seres vivos. Em eucariotos e procariotos, os ácidos graxos são precursores de lipídeos estruturais 
tais como fosfolipídeos e esfingolipídeos. No metabolismo de ácidos graxos em bactérias, o 
metabolismo de ácidos graxos tipo II, cada etapa é catalisada por uma enzima (Figura 18). 
Diferentemente da síntese de ácidos graxos em eucariotos, metabolismo de ácidos graxos tipo I, em 
que as etapas são catalisadas por um complexo multi-enzimático, a ácido graxo sintase (Cronan & 
Waldrop, 2002). Em Bacteria, ácidos graxos direcionados à síntese da membrana celular provém de 
fonte biossintética (FAB) e/ou exógena (Beld et al., 2016).  
 A primeira etapa da síntese de ácidos graxos é catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase 
(ACC), pela carboxilação do acetil-CoA à malonil-CoA. Consecutivamente, o malonil-CoA tem a 
porção malonil transferida para a proteína ACP (Fatty-acyl carrier protein) produzindo malonil-ACP, 
reação catalisada pela enzima malonil-CoA:ACP transacilase (FabD), o que direciona a neogênese 
de ácidos graxos de cadeia longa (>12C). As enzimas 3-cetoacil-ACP sintase I, II e III (FabB, FabF 
e FabH, respectivamente) catalisam a formação do 3-cetoacil-ACP pela condensação de acil-ACPs 
com malonil-ACP. No primeiro ciclo do alongamento de ácidos graxos ocorre a condensação do 
malonil-ACP com acetil-CoA (primeiro fornecedor de grupo acila) formando 3-cetoacil-ACP pela 
ação catalítica da FabH. Subsequentes etapas de alongamento são performadas pelas enzimas FabF 
ou FabB, a partir do acil-ACP gerado ao final da primeira etapa e assim por diante, após as 
consecutivas rodadas de alongamento. A seguinte reação de condensação do 3-cetoacil-ACP gerado 
pelas enzimas FabH e FabF ou FabB é catalisada pela enzima 3-cetoacil-ACP redutase (FabG), 
formando de forma reversível 3-hidroxiacil-ACP, a custo de um NADH e H+. Na próxima reação as 
enzimas FabZ (3-hidroxiacyl-ACP dehidratase) e FabA (3-hidroxidecanoil-ACP dehidratase) 
catalisam a desidratação do 3-hidroxiacil-ACP originando trans-2-enoil-ACP, este, por conseguinte, 
pode ainda ser isomerizado pela FabA a cis-2-enoil-ACP na primeira reação direcionada a síntese de 
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ácidos graxos insaturados. Por fim, na última etapa do ciclo da síntese de ácidos graxos saturados, o 
2-enoil-ACP produzido pelas enzimas FabZ e FabA é reversivelmente reduzido a acil-ACP (alongado 
em 2 carbonos) pela enoil-ACP redutase (FabI) ao custo de um NADH + H+ ou NADPH + H+. O acil-
ACP gerado pode então reiniciar o ciclo de alongamento pela atividade das enzimas FabB e FabF 

























   
  
 Escherichia coli produz ácidos graxos saturados e insaturados para a bicamada lipídica. A 
taxa de saturação e insaturação é controlada principalmente com ajuda das enzimas FabA e FabB 
FIGURA 18 – Biossíntese e degradação de lipídeos em E. coli. FAB: Biossíntese de ácidos graxos. FAD: 
Degradação de ácidos graxos. ATP e equivalentes redutores estão indicados em vermelho se consumidos e 
verde se gerados, exceto em FAD. Enzimas estão indicadas em azul. FONTE: Janßen e Steinbüchel, 2014. 
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(Campbell & Cronan 2001; Wang & Cronan 2004). A síntese de ácidos graxos também é regulada a 
nível transcricional (Brown & Gulig 2008) e traducional (Polyak et al. 2011).  
 Em bactérias, o produto final da biossíntese de ácidos graxos, acil-ACP, tem como principal 
finalidade a manutenção e a constituição da membrana celular (Li e Cronan, 1993). Os acil-ACPs 
produzidos podem ser ativados por fosforilação pela PlsX, assim, às moléculas de acil-fosfato 
resultantes são adicionadas ao glicerol-3-fosfato pela PlsY, gerando acilglicerol-3-fosfato, que pode 
também, alternativamente, ser gerado pela direta condensação do acil-ACP com glicerol-3-fosfato 
pela PlsB. A enzima PlsC se encarrega da próxima etapa para formação de diacilglicerol-3-fosfato e, 
assim, propiciar formação dos lipídeos de membrana (Janßen e Steinbüchel, 2014).  
 A degradação de ácidos graxos é basicamente a reação inversa à biossíntese. Na via de 
degradação de ácidos graxos, se ácidos graxos forem a fonte exógena de carbono, o transportador 
FadL se liga a estes lipídeos, modificando sua conformação de forma que se abre o poro de FadL 
permitindo a internalização lipídica. O transporte dos ácidos graxos absorvidos do periplasma para o 
citosol é mediado pela FadD, que catalisa também a ativação ATP-dependente do ácido graxo pela 
formação de acil-CoA ester. Ácidos graxos clivados da membrana também são consumidos na via da 
β-oxidação. A FadE é a enzima engajada na redução do acil-CoA formado a enoil-CoA, gerando um 
FADH2. A FadB catalisa a hidratação do enoil-CoA a 3-hidroxiacil-CoA e depois oxida este 
intermediário a 3-cetoacil-CoA. A última etapa se dá pela atividade da enzima FadA que resulta na 
geração de um acetil-CoA e um acil-CoA diminuído em 2C. A última clivagem final do acetoacetil-
CoA é performada pela YquF (Yao & Rock, 2017; Janßen & Steinbüchel, 2014; Lennen & Pfleger, 
2012). 
 Em E. coli, vários genes da biossíntese de ácidos graxos ou sua degradação são controlados a 
nível transcricional. Os principais fatores de transcrição envolvidos são as proteínas FadR, FabR e a 
molécula (p)ppGpp. FadR reprime todos os genes que codificam para as proteínas da β-oxidação. Tal 
repressão ocorre pela ligação de FadR nos sítios promotores. A liberação desses sítios acontece pela 
interação de FadR com acil-CoA de cadeia longa, que se acumula em caso de absorção de fonte 
externa ou degradação da membrana. Na presença de glucose, a transcrição dos genes fad ocorre 
somente em nível muito baixo, mesmo se houver ácidos graxos disponíveis. Além disso, FadR 
também realiza a ativação da transcrição dos genes fabA e fabB e o operon fabHDG, sendo assim, 
também controla a formação de ácidos graxos saturados e insaturados. A proteína FabB também 
exerce controle transcricional sobre a síntese de ácidos graxos reprimindo os genes fabA e fabB, 
embora fabA seja mais fortemente influenciado pela ação de FadR (Janßen & Steinbüchel, 2014). 
 Sob ótimas condições de crescimento, a concentração de (p)ppGpp é muito baixa. No entanto, 
o nível de (p)ppGpp pode aumentar sob condições limitantes de aminoácidos, carbono, fosfato, ferro 
ou pela inibição da via biossintética de ácidos graxos. Nível elevado de (p)ppGpp tem direto e indireto 
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impacto na biossíntese de ácidos graxos, pela inibição da PlsB, de FabZ e ativação de RpoS que induz 
a expressão dos genes fad, em resposta à sinais de estresse celular via cAMP (Janßen e Steinbüchel, 
2014; Battesti et al., 2011). 
 A produção bacteriana de ácidos graxos pode ser modificada por meio da engenharia genética 
para se aumentar a produção desses compostos e possibilitar aplicações biotecnológicas. A partir dos 
ácidos graxos super-produzidos em estirpes modificadas de E. coli já se tem consideráveis avanços 
na geração de biocombustíveis. A produção bacteriana de biocombustíveis visa diminuir a forte 
dependência que existe da utilização de combustíveis fósseis. Os biocombustíveis atuais (álcoois e 
dieseis) necessitam de dispendioso processamento e não possuem total compatibilidade com os 
motores de combustão que predominam no mercado (National Renewable Energy Laboratory 2009; 
Yüksel & Yüksel, 2004; Handke, Lynch & Gill, 2011). A produção de biocombustível idêntico 
estrutural e quimicamente a hidrocarbonetos de origem petrolífera em E. coli é bastante promissora. 
Já se pode atualmente super-produzir ácidos graxos livres em E. coli e também dirigir a célula a super-
produzir alcanos por meio da engenharia genética (Howard et al., 2013). A super-expressão de ACC 
em E. coli aumentou a quantidade de malonil-CoA e a produção de ácidos graxos livres quando sob 
co-super-expressão de uma tioesterase (Davis & Cronan et al., 2001). Além disso, a estreita regulação 
da taxa de expressão das subunidades BC:BCCP da ACC bacteriana parece ser crucial para o 
crescimento de E. coli e produção de ácidos graxos (Abdel-Hamid & Cronan, 2007). Por isso, a 
interação entre PII e a subunidade BCCP da ACC demonstrada em planta (Feria Bourrellier et al., 
2010) e em bactéria (Rodrigues et al., 2014) pode desvendar um importante processo regulatório a 
ser explorado com o intuito de se otimizar a produção de ácidos graxos, logo, a produção de 
biocombustíveis.  
 Além da abordagem biotecnológica que se pode tomar para justificar a importância do estudo 
da interação entre as proteínas PII e ACC, é de grande valia ressaltar a implicação que o melhor 
conhecimento da regulação da enzima ACC pode conferir a medicina e a saúde publica. Pois, uma 
vez que ACC possui um papel crucial no metabolismo de quase todos os organismos encontrados na 
natureza, esta enzima é um forte atrativo para o descobrimento de drogas que atuem contra doenças 
humanas, infecções bacterianas, infecções por fungos, diabetes, câncer, arteriosclerose, síndromes 
metabólicas (as quais estão ligadas à obesidade) e outras (Cronan & Waldrop, 2002; Tong, 2005; 
Campbell & Cronan, 2001; Walkil & Abu-Elheiga, 2009; Reaven, 2011). 
 Potentes inibidores da subunidade BC da ACC multi-subunidade bacteriana tem sido 
desenvolvidos, com potencial para uso como antibióticos. Estes compostos se ligam seletivamente ao 
sitio de interação de ATP da BC (Mochalkin et al., 2008; Polyak, 2009). Para a atividade da 
subunidade CT da ACC bacteriana os produtos naturais Moiramida B, não utilizável clinicamente 
(Bilder et al., 2006) e andrimida são inibidores conhecidos. Um sítio único de mutação (M203L) na 
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subunidade β da CT de E. coli produz resistencia à andrimida (Liu et al., 2008). Compostos de óleo 
de cinamomo são inibidores da atividade da CT, o que explica parcialmente o efeito antibacteriano 
da casca de cinamomo (Meades et al., 2010). Contudo, não há relatos de inibidores da subunidade 
BCCP, embora seja também um importante alvo de estudo para uma abordagem clínica.  
 A importância do desenvolvimento de novos antibióticos se dá pela crescente aquisição de 
multi-resistência por bactérias infecciosas em ambientes hospitalares. Bactérias Gram-positivas como 
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae e Gram-negativas como E. coli e Pseudomonas 
aeruginosa facilmente adquirem resistência aos clássicos antibióticos utilizados em clinicas (Munita 
e Arias, 2016). Por isso, para o desenvolvimento de novas drogas é importante se conhecer 
mecanismos de inibição de seus possíveis alvos, proteínas-chave, como a ACC. 
 Além do apelo biotecnológico e médico, o estudo da inibição da ACC pelas proteínas PII 
também pode ser de importante contribuição para desenvolvimento de herbicidas. A enzima ACC 
multi-domínios eucariótica de plastídeo de grama é alvo de três classes de herbicidas comerciais, 
ariloxifenoxipropionatos (APPs ou FOPs), ciclohexanedionas (CHDs ou DIMs) e pinoxadena 
(Gronwald, 1991; Hofer et al., 2006; Muehlebach et al., 2006; Yang et al., 2010). Os inibidores FOP 
e DIM têm sido usados no campo por mais de 30 anos e mutações de resistência contra eles têm sido 
relatadas (Devine & Shukla, 2000; Yu et al., 2007; Liu et al., 2007; Délye et al., 2008; Cruz-Hipolito 
et al., 2011). Pinoxadeno foi introduzido em 2006, mas gramas resistentes já foram descobertas, 
provavelmente devido a resistência cruzada de FOPs e/ou DIMs (Petit et al., 2010; Scarabel et al., 
2011). Foram também identificadas aquisição de resistências a pinoxadeno em outras plantas 
(Gronwald, 1991; Hofer et al., 2006; Muehlebach et al., 2006; Yang et al., 2010). 
 Além do mais, e não menos importante, a contribuição cientifica do estudo proposto no 
presente trabalho propicia um degrau a mais no entendimento da regulação do metabolismo de 
carbono e nitrogênio e na bioquímica das proteínas PII e da ACC, atuantes em vias metabólicas 




3  OBJETIVOS 
 
3.1  OBJETIVO GERAL 
  
 Identificar e caracterizar in vitro a interação entre as proteínas PII e BCCP de Escherichia 
coli, assim como, demonstrar fenótipo resultante dessa interação.  
3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Clonar genes e purificar as proteínas GlnB, BCCP, BC e CT de E. coli em suas formas nativa 
e com cauda de 6xHis. 
• Realizar ensaios de interação entre PII e BCCP, assim como, testar demais componentes ACC 
de E. coli. 
• Identificar a efeito da interação PII-ACC na atividade da ACC in vitro por mensuramento de 
malonil-CoA em LC/MS. 
• Realizar ensaios de cristalização do complexo PII-BCCP e da GlnD de E. coli. 
• Determinar o efeito fisiológico da interação PII-BCCP através da mensuração dos níveis de 
malonil-CoA e de ácidos graxos in vivo. 
 
3.3 FLUXOGRAMA METODOLÓGICO: 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1  CÉLULAS, PLASMÍDEOS E MEIOS DE CULTIVO 
  
 As células e plasmídeos usados neste trabalho estão relacionados na tabela 1. Os meios de 
cultivo utilizados foram os meios ricos LB (liquido), LA (sólido), conforme Sambrook et al., 1989, e 
meio mínimo M9 suplementado com NH4Cl 30mM (Na2HPO4 45mM, KH2PO4 17mM, NaCl 6,8mM, 
glucose 0,4%, CaCl2 0,1mM, MgSO4 2mM). O meio nos quais as células foram crescidas são 
especificados conforme o experimento.  
 Os antibióticos utilizados foram adicionados aos cultivos celulares para concentração final de 
250μg/mL de ampicilina (Amp), 10μg/mL de ác. nalidíxico (Nal), 80μg/mL de streptamicina (Sm), 
50μg/mL de canamicina (Km) e 30μg/mL de cloranfenicol (Cm). 
 
Tabela 1- Células e plasmídeos: 
Estirpe/Plasmídeo Genótipo/Fenótipo Fonte/Referência 
E. coli   
   DH10B Smr; F’[proAB+ lacM15] Invitrogen 
   BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rB
-, mB
-) gal dcm (DE3) Agilent 
   BL21 starTM (DE3) F- ompT hsdSB (rB
-, mB
-) galdcmrne131 (DE3) Thermo Fisher 
   ET8000 Rbs lacZ::IS1 gyrA hutCK. Nal
r Macneil, 1981 
   PT8000 rbs lacZ::IS gyrA hutCK ΔglnB1. Nal
r Reyes-Ramirez et al., 2001 
   FT8000 rbs lacZ::IS gyrA hutCK ΔglnB1, ΔglnK1. Nal
r Reyes-Ramirez et al., 2001 
plasmídeos   
   pET28a Kmr. Vetor de expressão promotor T7 Novagen 
   pET29a Kmr. Vetor de expressão promotor T7 Novagen 
   pMSA4 Kmr. (pET28a). Expressa GlnZ de A. brasilense Moure et al., 2012 
   pLH25PET Kmr. (pET28a). Expressa GlnB de A. brasilense.   Huergo et al., 2005 
   pLHDK5PII Ampr. (pDK5). Expressa GlnB de A. brasilense. Promotor ptac. Huergo et al., 2005. 
   pET16baccAD Ampr. (pET16b). Expressa CT de E. coli. 6x His N-terminal na CTα. Soriano et al., 2006 
   pET16baccC Ampr. (pET16b). Expressa BC de E. coli. 6x His N-terminal. Soriano et al., 2006 
   pCY216 Cmr. Expressa BirA de E. coli. Promotor araBAD Chapman-Smith et al., 1994 
   pJT25 Ampr. (pT7-7). Expressa GlnK de E. coli Radchenko et al., 2010 
   pTRPETHisGlnK Kmr. (pET28a) Expressa GlnK de E. coli. 6x His N-terminal Rodrigues et al., 2014 
   pTRPETBCCPn Kmr. (pET29a) Expressa BCCP de E. coli. Rodrigues et al., 2014 
   pTRPETGlnB Kmr. (pET29a) Expressa GlnB de E. coli. Este trabalho 
   pTRPETHisGlnB Kmr. (pET28a) Expressa GlnB de E. coli. 6x His N-terminal Este trabalho 
   pTRPETBC Kmr. (pET29a) Expressa BC de E. coli. Este trabalho 
   pTRPETHisBCCP Kmr. (pET28a) Expressa BCCP de E. coli. 6x His N-terminal Este trabalho 
   pTRPETAccA Kmr. (pET29a) Expressa CTα  de E. coli.  Este trabalho 
   pTRPETAccD Kmr. (pET29a) Expressa CTβ  de E. coli. Este trabalho 
   pJexpress411-AccD Kmr. (pJexpress411) Expressa CTα de E. coli. 6x His N-terminal. Xiao et al., 2013 
   pXY30 Kmr. (pET28a) Expressa CTβ de E. coli. 6x His N-terminal. Xiao et al., 2013 
   pMAMLV1 Kmr. (pET28a) Expressa GlnB de A. brasilense. 6x His N-terminal. Araújo et al., 2004 
   pMSA3 Kmr. (pET28a) Expressa GlnZ de A. brasilense. 6x His N-terminal. Araújo et al., 2004 
   pMSA4 Q42HS52VS54D Kmr. (pET28a) Expressa GlnZ triplo mutante (Q42H, S52V, S54D)  de A. 
brasilense.  
Moure et al., 2013 
   pMSA4 S52VS54D Kmr. (pET28a) Expressa GlnB duplo mutante (Q42H, S52V, S54D)  de A. 
brasilense. 
Moure et al., 2013 
   pGlnB Δ42-54 Kmr. (pET28a) Expressa GlnB, c/ deleção do loop-T, de A. brasilense. Moure et al., 2013 
   pGlnBZ Kmr. (pET28a)Expressa GlnBZ (1-92 de GlnB e 93-102 de GlnZ de A. 
brasilense). 
Rajandran et al., 2011 
   pGlnZB Kmr. (pET28a)Expressa GlnZB (1-48 de GlnZ e 49-102 GlnB de A. brasilense). Rajandran et al., 2011 
   pSMA4 D68S/Q39L Kmr. (pET28a) Expressa GlnZ D68S/Q39L de A. brasilense. Rajandran et al., 2011 
   pMSA4 D68S/D93P Kmr. (pET28a)Expressa GlnZ D68S/D93P de A. brasilense. Rajandran et al., 2011 
   pMSA4 D95P Kmr. (pET28a) Expressa GlnZ D95P de A. brasilense. Rajandran et al., 2011 
   pMSA4 Q39P Kmr. (pET28a) Expressa GlnZ Q39P de A. brasilense. Rajandran et al., 2011 
   pMSA4 S52V/S54D Kmr. (pET28a) Expressa GlnZ S52V/S54D de A. brasilense. Rajandran et al., 2011 
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   pET28aGlnBAbV52SD54S Kmr. (pET28a) Expressa GlnB duplo mutante (V52S, D54S) de A. brasilense. Cedido por Stets, M. I. 
   pBAD33-TesA Cmr. (pBAD33) Expressa TesA de E. coli. Promotor araBAD. Lennen et al., 2010 
   pBAD33-ACC Cmr. (pBAD33) Expressa ACC de E. coli. Promotor araBAD. Lennen et al., 2010 
   pDOP1 Ampr. Expressa GlnD de E. coli. Promotor PL. Kamberov et al., 1994 
   pDK5PII   
 
 
4.2  PURIFICAÇÃO DE PLASMÍDEOS  
 
Os plasmídeos foram purificados conforme Sambrook et al., 1989, ou alternativamente 
purificado com a utilização de kits GE healthcare.  
 
4.3  AMPLIFICAÇÃO, RESTRIÇÃO, LIGAÇÃO DE DNA E TRANSFORMAÇÃO 
BACTERIANA  
 
Reações de PCR foram feitas com iniciadores sintetizados pela Invitrogen. As reações foram 
feitas em tampão sugerido pelo fabricante das enzimas Taq polimerase/PFU DNA polimerase 
(Invitrogen e Fermentas) com adição de 0,2 mM de dNTPs, 10 picomols de cada iniciador (5’ e 3’), 
1,5 mM de MgCl2, cerca de 20 ng de DNA molde e 1U de enzima DNA polimerase para um volume 
final de 25 μL. Os parâmetros de amplificação em termociclador foram: 30 ciclos de desnaturação, 
anelamento e alongamento, os quais possuem parâmetros de tempo e temperatura indicados conforme 
fabricante dos iniciadores e fornecedores de Taq DNA polimerase/PFU DNA polimerase (Invitrogen 
e Fermentas).  
Endonucleases de restrição foram utilizadas conforme indicações do fabricante. Foram 
utilizadas enzimas da Invitrogen e Fermentas.  
O vetor plasmidial e o inserto de interesse, ambos clivados com as mesmas enzimas de 
restrição, foram misturados em uma proporção molar 1:5, respectivamente, em tampão de ligação, no 
qual foi adicionado 1 unidade enzimática de T4 ligase à mistura e então foi incubada a temperatura 
ambiente por cerca de 16 horas. 
O método para transformação bacteriana foi realizado de acordo com Chung et al. (1989).  
 
4.4  ELETROFORESE DE DNA  
 
Eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose horizontal conforme descrito por 
Sambrook et al. (1989). O DNA foi visualizado em transluminador de luz ultravioleta, após 
tratamento com brometo de etídeo (0,5 μg/mL). O perfil eletroforético foi registrado utilizando um 
sistema de vídeo-imagem acoplado (UVP).  
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4.5  DOSAGEM DE PROTEÍNAS  
 
As concentrações de proteínas foram determinadas pelo método de Bradford (1976) com o 
uso de reagente da SIGMA® de acordo com recomendações do fabricante. Proteínas após gel filtração 
foram mensuradas em nano-drop a 280nm baseado em coeficiente de extinção teórico (ExPasy).  
 
4.6  ELETROFORESE DE PROTEÍNAS  
 
Eletroforeses de proteínas sob condições desnaturantes (SDS-PAGE) foram realizadas em gel 
de poliacrilamida como descrito por Laemmli et al., (1970). A concentração de acrilamida no gel de 
corrida utilizada foi de 15% (acrilamida SIGMA®), exceto para análise GlnD (10%). As eletroforeses 
foram feitas em sistema vertical seguindo recomendação do fabricante (Biorad).  
 
4.7 CLONAGEM E PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
 As proteínas foram super-expressas em células E. coli BL21 (DE3) sob indução de IPTG 
0,5mM por 3 horas a 37ºC 120rpm em meio LB. As células foram coletadas por centrifugação e 
lisadas por sonicação, com 30 ciclos de 5s sonicação/5s repouso, sob amplitude de 50% em gelo e 
agua, em aparelho sonicador MSE Soniprep 150. As proteínas super-expressas foram purificadas 
utilizando-se de colunas de afinidade ou colunas catiônicas em sistema automatizado de purificação 
FPLC AKTA UV-900 em tampão A e para a eluicão linear, em coletor automático P-950, foi usado 
tampão B (tampão A com KCl 1M). Após eluição das frações contendo as proteínas, as frações 
contendo a proteína de interesse, analisadas em SDS-PAGE, foram misturadas e dializadas em 
tampão A com 20% de glicerol. Alíquotas de 200 μL foram estocadas a -20ºC. 
 
4.7.1  Proteínas sem cauda de afinidade 
 
 Para clonagens das proteínas GlnB e BC nativa (sem cauda de afinidade), reações de PCR 
foram realizadas usando DNA genômico de E. coli estirpe ET8000 como molde. Os primers para 
obtenção de glnB foram 5  GGAATCATATGAAAAAGATTGATGCG 3  (sítio de restrição NdeI 
sublinhado) e 5  CTTGAGGATCCTTAAATTGCCGCGTCGTCC 3  (sítio de restrição BamHI 
sublinhado). Para obtenção de accC foram utilizados os primers 5  GGAATCAT- 
ATGCTGGATAAAATTGTTATTGC 3  (sítio de restrição NdeI sublinhado) e 5  
CTTGAGGATCCTTATTTTTCCTGAAGACCGAG 3  (sítio de restrição BamHI sublinhado). 
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Restrições dos produtos de PCR (NdeI/BamHI) submetidas a ligação com vetor pET29a clivado com 
as mesmas enzimas geraram os plasmídeos nomeados pTRPETGlnB (expressa GlnB de E. coli) e 
pTRPETBC (expressa BC de E. coli). Por sua vez, as proteínas CTα e CTβ nativas foram sub-
clonadas a partir dos plasmídeos pXY30 (NdeI/EcoRI) e pJexpress411-AccD (NdeI/EcoRI), 
respectivamente, usando pET29a como vetor, cortado com as mesmas enzimas, gerando os 
plasmídeos nomeados pTRPETAccA e pTRPETAccD, respectivamente.  
Para purificação de GlnB de E. coli, super-expressa a partir de pTRPETGlnB, foi utilizada a 
coluna HiTrap DEAE sepharose FF 1mM (GE Healthcare) em tampão contendo Tris-HCl pH7,5, 
KCl 100mM, glicerol 10% em sistema AKTA, com eluição sob mesmo tampão, porém, com 1M de 
KCl em gradiente linear. Para purificar a proteína BC de E. coli, super-expressa a partir do plasmídeo 
pTRPETBC, foram utilizadas as colunas HiTrap Heparin HP 1mL, HiTrap DEAE sepharose FF, 
HiTrap Q-sepharose HP, nessa ordem, então a fração das proteínas que não ligaram nas colunas 
testadas, que continha BC, foi utilizada para os ensaios após diálise em tampão contendo Tris-HCl 
pH7,5, KCl 100mM, glicerol 10%. As subunidades da CT, CTα (pTRPETAccA) e CTβ 
(pTRPETAccD) nativas aparentemente não super-expressaram, logo, não foram purificadas. As 
proteínas quiméricas de A. brasilense GlnBZ (aminoácidos 1-92 de GlnB e 93-102 de GlnZ de A. 
brasilense – loop-T de GlnB) e GlnZB (aminoácidos 1-48 de GlnZ, 49-102 GlnB – loop-T de GlnZ 
(38-48) e de GlnB (49-56)) foram purificadas em coluna HiTrap Heparin HP 1mL, em método de 
purificação como descrito para GlnB de E. coli. As demais proteínas variantes de PII de A. brasilense 
sem cauda de afinidade foram cedidas purificadas pela Dra. Edileusa Gerhardt (GlnB Δ42-54, GlnZ, 
GlnZ D68S/Q39L, GlnZ S52V/S54D, GlnZ Q39K, GlnZ Q39P, GlnZ D95P, GlnZ D68S/D93P) 
(Gerhardt, 2015) e Dra. Maria Isabel Stets (GlnB V52SD54S, GlnB Q42HS52VS54D) em coluna de 
heparina em método como descrito para GlnB de E. coli. 
 
4.7.2  Proteínas com cauda de histidina (His) 
 
 Proteínas PII purificadas contendo cauda de histidina purificadas foram HisGlnK e HisGlnB 
de E. coli a partir dos plasmídeos pTRPETHisGlnK e pTRPETHisGlnB (clonada como descrito para 
pTRPETGlnB, porém usando pET28a como vetor), respectivamente. As subunidades da ACC de E. 
coli usadas neste trabalho contendo cauda His foram HisBC (pET16b-AccC), HisBCCP 
(pTRPETHisBCCP – subclonado a partit de pTRPETBCCPn em vetor pET28a com enzimas 
NdeI/BamHI), HisCT (pET16b-AccAD), HisCTα e HisCTβ. Tais proteínas contendo cauda His 
foram purificadas usando coluna HiTrap Chelating HP 1mL (GE Healthcare) carregada com NiCl2 
0,1M conforme indicação do fabricante usando tampão A (Tris-HCl pH 7,5, KCl 100mM, glicerol 
10%) para equilibrar a coluna e tampão A acrescido de 500mM de imidazol para eluição (acrescido 
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de 1mM de DTT para purificação das subunidades da ACC) em FPLC. As proteínas PII de A. 
brasilense, HisGlnB e HisGlnZ, obtidas a partir de pMAMLV1 e pMSA3, respectivamente, foram 
cedidas purificadas pela Dra. Luíza Araújo (Moure et al., 2012). 
 
4.8  PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS PARA ENSAIOS DE CRISTALIZAÇÃO 
 
4.8.1 Gel filtração 
 
Preparação de proteínas voltadas à cristalização foram purificadas conforme indicado na 
respectiva figura dos experimentos. Ensaios de gel filtração foram realizadas em colunas HiTrep 
16/60 Sephacryl S-300 (GE-Healthcare), Superose 12 10/300 (GE-Healthcare) ou em coluna 
Superose 6 10/30 (GE-Healthcare) conforme indicações do fabricante em FPLC AKTA purifier UV-
900, coletor automático P-900 (GE-Healthcare).  
 
4.8.2  Purificação do complexo BC-BCCP-PII 
  
As proteínas BC, BCCP e HisGlnB foram expressas em BL21star (DE3) separadamente e 
seus extratos, provenientes de 1L de cultivo cada em meio LB, foram também separadamente 
preparados. Após sonicação em tampão de interação (ATP 3.5mM, MgCl2 5mM, glicerol 5%, 
imidazol 20mM, DTT 1mM) e centrifugação a 20000g por 45 min, todo o volume de extrato de GlnB 
e de BCCP somados a 1/5 do volume de extrato de BC foram incubados em tampão de interação 
acrescidos de 4 mL de resina de níquel por 40 minutos em 250 mL de volume final a 4ºC sob leve 
agitação orbital. Então a resina de níquel foi coletada for filtração e lavada com 40mM de imidazol 
acrescido em mesmo tampão de interação. Em seguida, as proteínas foram eluidas com 6mL do 
mesmo tampão contendo 300mM de imidazol. Uma coluna HiTrep 16/60 Sephacryl S-300 HR (GE-
Healthcare) foi carregada com o eluato para gel filtração em tampão de interação.  
 
4.8.3 Purificação de GlnD 
  
A proteína GlnD de E. coli foi purificada em sua forma nativa (sem cauda de afinidade) 
através do plasmídeo pDOP1 em células BL21star(DE3). Após o cultivo a 37ºC e 200 rpm atingir 
DO600=0.5 a temperatura foi alterada para 42ºC e depois de 3 horas as células foram coletadas por 
centrifugação, sonicadas em tampão de sonicação (Tris-HCl pH 7.5 50mM, KCl 50mM, Glutamina 
5mM, DTT 1mM) e após centrifugação de 20.000g por 45min a 4ºC o sobrenadante foi recuperado e 
submetido a duas colunas acopladas de HiTrap Heparin HP (GE Healthcare) 5mL, as quais foram 
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lavadas com tampão de sonicação contendo 20% de 1M KCl e depois a proteína foi eluida em 6mL 
de tampão de sonicação contendo 50% de KCl 1M. O eluato foi adicionado a coluna HiPrep 16/60 
Sephacryl S-300 HR (GE Healthcare) para gel filtração.  
 
4.9  BIOTINILAÇÃO   
  
 A biotinilação de BCCP foi realizada conforme descrito por Chapman-Smith et al., 1994. O 
estado de biotinilação BCCP foi avaliado por espectrometria de massa MALDI/TOF-MS/MS, 
conforme descrito em nosso trabalho anterior (Rodrigues et al., 2014) ou por ensaio de gel shift ou 
western blot. 
 
4.9.1 Gel Shitf 
  
 Para avaliação do estado de biotinilação de BCCP foi utilizado, também, o seguinte método: 
Foi adicionada streptavidina monomérica em excesso às amostras antes de serem aplicadas no gel 
SDS-PAGE e após fervura a por 5 minutos em tampão de amostra (concentrações finais: Tris-HCl 
62.5mM pH6.8, SDS 2.5%, β-mercaptoetanol 5%, azul de bromofemol 0,002%, glicerol 10%). Deste 
modo, se pode observar o descolamento de massa no gel, da altura esperada de BCCP para a altura 
esperada de BCCP (~17kDa) + streptavidina (55kDa). 
   
4.10 PROTEÓLISE LIMITADA DE BCCP 
  
BCCP biotinilada, purificada em coluna HiTrap Heparin HP 1mL (GE-Healthcare) e 
previamente testada em ensaio de pull down contra HisGlnB, foi usada sob concentração de 1mg/mL 
em solução contendo 1μg/mL de subtilisina ou quimotripsina para reação de proteólise realizada em 
tampão 20mM HEPES pH 8 com 0,5mg/mL de enzima protelítica. Incubação a 4ºC para subtilisina 
ou temperatura ambiente para quimotripsina por aproximadamente 16 horas, coletando-se amostras 
de 10 μL nos tempos de 1, 2, 10, 30, 60, 120, 240 minutos após início de reação para análise em SDS-
PAGE. Após incubação de 16h às amostras foram adicionadas inibidor de proteólise PMSF fresco 
para 1mM e mantidas no gelo para ensaios de interação. 
 
4.11 ENSAIO DE INTERAÇÃO – PULL DOWN 
 
 Para ensaio de interação as proteínas a serem testadas foram incubadas, sob concentração 
proteica indicada nas figuras, por 15 minutos em 500μL de tampão de interação (Tris-HCl pH 7,5 
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50mM, KCl 100mM, MgCl2 5mM, imidazol 10mM, ATP 3,5mM, 0,1%LDAO e 2-OG conforme 
indicado quando presente), com 5 μL de resina magnética de níquel (His MagTM - Agarose-Beads-
Promega) pré lavada com 100 μL de tampão de interação. Após incubação, 3 lavagens com 300 μL 
de tampão de interação com agitação leve em vortex. A eluicão foi feita com 15 μL de tampão 
contendo 500mM de imidazol. As amostras foram então preparadas para análise em SDS-PAGE. 
 
4.12  ENSAIO DE ATIVIDADE DA ACC IN VITRO 
 
Para ensaios in vitro de atividade da ACC foram misturados os componentes purificados da 
ACC para uma concentração final de 120 nM (monômero de cada subunidade) em volume de tampão 
de reação de 0,5 mL, composto por 50 mM de HEPES pH 8; 5 mM de HCO
3
-; 5 mM de MgCl2; 3.5 
mM de ATP e 1 mM DTT com 1 μM de PII quando presente. A reação foi feita a 25ºC e iniciada 
com a adição de 0,2 mM de acetil-CoA. Alíquotas de 40 μL foram coletadas após 10 minutos e 
adicionadas imediatamente em solução contendo ácido acético para concentração final de 50% (v/v) 





Os metabólitos totais de E. coli foram separados usando um aparelho UFLC Prominence 
(Shimazu) contendo uma coluna C18 2,6 μm 50 x 2,1 mm (Phenomenex) mantida a 40°C. A fase 
móvel consistiu de 15 mM de ácido acético e 10 mM de tributilamina (solvente A) ou metanol 
(solvente B). As amostras foram colocadas em vials e mantidas a 4°C em um aplicador automático 
de amostras que injetou 10 μL de amostra para corrida de 0.2 mL/minutos em duplicata, intercalando 
uma injeção de água entre corridas. Os metabólitos foram eluidos da coluna usando um gradiente 
linear de solvente B (0-100%) em 20 minutos. A coluna foi pré-equilibrada com solvente A por 10 
minutos.  
A detecção dos metabólitos foi feita por acoplamento ao LC com um MicroQTOF-QII (Bruker 
Daltonics), equipado com uma fonte de ionização eletrospray em modo negativo. Íons carregados 
negativamente foram detectados dentro de uma faixa de m/z de 50 a 1000 a cada segundo. A voltagem 
de capilaridade foi mantida a -3500V, a pressão da bomba de nitrogênio foi mantida em 2,0 bar e o 
gás de secagem em 6 litros por minuto, a 180°C. Sempre antes da análise dos metabólitos no LC/MS 
o equipamento foi calibrado com padrões de massa. Soluções padrão de ADP, acetil-CoA e malonil-
CoA (Sigma) foram preparados na hora do uso e misturados para concentrações finais de 5, 10, 25, 
35, 50, 75 e 100 μM para cada metabólito, assim, foi possível verificar o tempo de retenção e gerar 
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uma curva padrão de cada composto. A curva padrão foi gerada usando uma regressão linear e obteve-
se um R>0,99 para todos os compostos. Para quantificação de malonil-CoA foram comparados os 
picos integrados do padrão interno 3-13C-malonil-CoA com os picos integrados de malonil-CoA 
formado experimentalmente. 
 
4.13  SCANNER DE LÂMINAS  
 
Para visualização das células foram utilizados um scanner MIRAX Scan (Carl Zeiss TM) e um 
microscópio Olympus BX 61 TM para fotografar as células ET8000, PT8000 e FT8000 em aumento 
de 100x. As células foram cultivadas conforme item 3.15.1. Foram adicionados 10μL de cultivo 
crescido até DO600 = ~0,5 em lâmina histológica sem adição de corantes e imediatamente foi 
adicionada a lamínula sobre a gota de células e vedada com esmalte. As lâminas foram deixadas a 
4ºC durante a noite para estabilizar o movimento das células. 
 
4.14 PESO SECO 
 
 Para determinação do peso seco foram coletados 40-50mL de cultivo em duplicata e 
adicionados em tubos previamente pesados em balança analítica. Os tubos foram centrifugados a 
3.000g por 30 minutos a 2ºC. Os pellets obtidos foram ressuspendidos em agua gelada (no gelo), 
centrifugados novamente e incubados a 80ºC durante à noite. O peso seco foi determinado pela 
diferença no peso dos tubos antes e depois da secagem.  
 
4.15 ANÁLISE DE ÁCIDOS GRAXOS EM GC/MS 
 
4.15.1 Células e cultivo 
 
 Para análise dos ácidos graxos de E. coli células ET8000 (wt), PT8000 (ΔglnB) e FT8000 
(ΔglnB/glnK), cultivadas a 120rpm, 37ºC, na presença de Nalr não-transformadas e transformadas 
com plasmídeo pBAD-TesA (Cmr) foram cultivadas a partir de colônias frescas em 10mL de LB 
durante o dia com antibióticos. Desta cultura durante o dia, 100μL foram adicionados em 10mL de 
meio M9-NH4Cl 30mM com antibióticos e cultivados durante à noite. Após crescimento durante à 
noite, 100mL de meio acrescido de 0,4% de L-arabinose (para indução da expressão de TesA) foram 
inoculados com quantidade necessária para se iniciar cultivo a uma DO600 teórica de 0,05. Após este 
cultivo atingir DO600~0,5 (fase log), 2,5mL foram coletados para extração de ácidos graxos, 40mL 
foram coletados para determinação do peso seco e 2mL para análise de proteínas, citometria de fluxo 
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e microscopia. Coletas de amostras para análises foram feitas em duplicata. 
  
4.15.2  Extração e processamento de ácidos graxos 
 
 A extração e metilação de ácidos graxos, procedimentos baseados em Lennen et al. (2010), 
foi realizada pela adição de 5 mL de metanol:clofórmio 1:1 em 2,5mL de cultivo de células. À amostra 
foi adicionado 30μL de ác. pentadecanóico 10mg/mL (Sigma) dissolvido em etanol como padrão 
interno. Após vortexar bem, as amostras foram centrifugadas por 20 min, a 20ºC, a 3000g, e então a 
fase clorofórmica (fase inferior) foi coletada, a qual foi submetida a secagem em corrente de 
nitrogênio. Foi adicionado 500μL de metanol-HCl 1M às amostras as quais foram então incubadas 
por 2 horas a 80ºC para metilação. Depois do esfriamento da amostra, foi adicionado 500μL de 
hexano e a fase hexanólica (fase superior) foi coletada para análise no GC/MS. 
 
4.15.3  GC/MS 
 
 Para análise de ácidos graxos foi realizada cromatografia gasosa em GC Varian Cp-3800 
acoplado a um espectrômetro de massa MS4000 com análise de massa tipo ion trap. A coluna 
utilizada foi DB1 (25m x 0.25mm) com método programado para aquecer a amostra de 50 a 250ºC 
(20ºC/min) em corrida de 25 minutos. Injeção modo split de 1:9 (1μL) em injetor a 250ºC. O gás de 
arraste utilizado foi gás hélio a 1mL/min. Os ácidos graxos foram identificados pelo padrão de 
espectro de ionização (The AOCS Lipid Library). A quantificação, baseada em Lennen et al. (2010), 
foi realizada pela comparação da integração dos picos obtidos com picos do padrão interno e padrão 
externo (nº 04111604FAME C4-24 – Sigma Aldrich). Normalização das concentrações foi baseada 
na concentração do padrão interno. Valores representados em mg de FFA por mg de peso seco (R) 
foram calculados de acordo com a seguinte formula: R.p=(0,3.a)/A (O valor de 0,3 é a concentração 
em mg do padrão interno adicionado no início da preparação da amostra; a corresponde a área do 
pico correspondente ao pico obtido do FAME identificado; A corresponde a área do pico obtido do 
padrão interno (C15:0) identificado; p é o peso seco em mg correspondente a 2,5 mL de cultivo. 
 
4.16  ANÁLISE DA FORMAÇÃO IN VIVO DE MALONIL-CoA SOB SUPER-EXPRESSÃO DE 
GlnB. 
 
4.16.1  Células e cultivo 
 
 A estirpe de E. coli FT8000 (ΔglnB/glnK) transformada com plasmídeo pBAD33-ACC 
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(expressa ACC de E. coli – promotor araBAD) ou com pBAD33-ACC e pDK5PII (expressa GlnB de 
A. brasilense – promotor tac) foram cultivadas a partir de colônias frescas em 10mL de LB durante 
o dia com antibióticos. Desta cultura durante o dia, 100μL foram a adicionados em 10mL de meio 
M9-NH4Cl 30mM com antibióticos e cultivados durante à noite. Após crescimento durante à noite, 
50mL de meio acrescido de 0,2% de L-arabinose (para indução da expressão de ACC) e 0,1mM do 
IPTG (para indução da expressão de GlnB) foram inoculados com quantidade necessária para se 
iniciar cultivo a uma DO600 teórica de 0,05, em duplicata. Após DO600 ~0,5 (fase log), foram usados 
em duplicata, 50mL para mensurar peso seco e 15mL para extração dos metabólitos, para análise em 
LC/MS, em duplicata, e imediatamente mantidos em mistura fria (gelo, etanol e NaCl) (~ -10ºC) até 
início do processamento. 
 
4.16.2  Extração dos metabólitos 
 
 O volume de 15mL de cultivo coletado foi centrifugado por 15 minutos, a 4ºC, a 3000g, então 
o pellet de células foi ressuspendido em 60μL de tampão de extração (metanol:acetonitrila:água 2:2:1, 
mais 15μM de 3-13C-malonil-CoA como padrão interno), a amostra foi centrifugada a 14000g por 3 
minutos, o sobrenadante foi coletado e o pellet foi mais uma vez ressuspendido em 60μL de tampão 
de extração para coleta do sobrenadante após centrifugação. Os dois sobrenadantes foram misturados 
a analisados em LC/MS (item 3.12.1).  
  
4.17  CITOMETRIA DE FLUXO 
 
Um citômetro de fluxo BD Accuri C5® (USA) equipado com lazer de 488-nm de excitação 
de fluorescência foi usado para analisar células, sem adição de agentes fluorescentes, para contagem 
e determinação comparativa do tamanho celular e histogramas de contagem/FSC-H. Foram 
programados fluxo em modo rápido (66 μL/min) e limite de volume de 50 μL com células diluídas 
100x a partir de DO600 ~0,5 (fase log). Os gates determinados para as populações de células, em 
histogramas SSC-H/FSC-H, foram limitados para 7500 no eixo FSC-H. A obtenção das medianas de 
FSC-H possibilitou a determinação do tamanho comparativamente entre as populações de células 
analisadas. Análise estatística ANOVA de duas vias foi usada, considerando p<0,05. Calibração foi 
determinada usando beads de 8 picos (BD Accuri™, USA) de acordo com fabricante. 
 
4.18  WESTERN BLOT 
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 Para avaliação do estado de biotinilação BCCP nativa foram realizadas eletroforese SDS-
PAGE em gel 15% de acrilamida. As amostras foram preparadas a partir de 1mL de cultivo celular a 
DO600 ~0,5, as quais foram centrifugadas por um minuto a 14000g e os pellets de células foram 
ressuspendidos em 50μL de tampão de amostra 1x. As amostras foram imediatamente incubadas a 
100ºC por 10 minutos e centrifugadas por um minuto a 14000g para que fosse usado 15μL do 
sobrenadante para aplicar no gel e iniciar a corrida a 160V por 50 minutos em aparato BioRad. Após 
isso, foi realizada a transferência das proteínas do gel para membrana de PVDF (Hybond-ECL GE 
Healthcare) em sistema de transferência horizontal semi-seco no qual à placa do ânodo foi adicionada 
papel filtro previamente imersas em tampão A1 (tris-HCl pH 10 0,3M, metanol 20%). Outra camada 
de papel filtro contendo tampão A2 (tris-HCl pH 10 25mM, metanol 20%) foi colocada no sistema, 
seguido da membrana de PVDF previamente ativada em metanol e imersa no tampão A2. O gel, 
banhado em tampão C (tris-HCl pH 10 25mM, ácido capróico 40mM, metanol 20%) foi então 
colocado sobre a membrana seguido de papel filtro previamente imersos em mesmo tampão. A placa 
do cátodo foi colocada sobre as folhas de papel filtro e então o sistema foi conectado a uma fonte de 
eletroforese a 80mA por 1 hora. Após transferência, a membrana foi bloqueada com TBST (1x com 
0,1% de tween 20 e 5%BSA) por 1h, incubada com streptavidina-HRP 1:10000 em TBST (1x com 
0,05% de tween 20 e 1%BSA) por 40 minutos. Duas lavagens de 15 minutos foram feitas com TBST 
(1x com 0,05% de tween 20) seguida de revelação com sistema ECL (GE Healthcare) conforme 
indicação do fabricante, em sistema de analise de imagens UVP. 
 
4.19 ENSAIO DE URIDILILAÇÃO 
  
 Foram adicionados 60μM de GlnB e 0.1μM de GlnD de E. coli em tampão contendo Tris-
HCl pH 7.5 100mM, KCl 100mM, MgCl2 2.5mM, DTT 1mM, BSA 0.3 mg/mL, ATP 1mM, 2-OG 
10mM. Então foi realizada pré-incubação por 5 minutos a 30ºC. Então foi adicionado 50mM de UTP 
para iniciar a reação e após 5, 10 e 30 minutos foram coletadas amostras e adicionadas em tubos 
contendo EDTA 25μM para parar a reação. Amostras analisadas em Native-PAGE. 
 
4.20 CRISTALIZAÇÃO DE GlnD  
  
Para triagem de cristais de GlnD foram utilizadas preparações de proteínas recém purificadas 
(sem processo de congelamento) para incubação pelo método de difusão de vapor em gota sentada, 
com soluções providas pelos kits comerciais (Hampton Research) PEG/Ion, INDEX; JCSG I e II, 
Wizard I, II e III e Crystal Screen Cryo. A condição de cristalização encontrada e reprodutível foi 
usando 10mg/mL de GlnD em 0.2 M de Citrato de potássio tribásico monoidratado, 20% (p/v) de 
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polietilenoglicol (PEG) 3350 com auxilio de robô nanopipetador (Mosquito®) (0,05:0,05μL) (40μL 
de solução de precipitação no reservatório) e incubação a 20ºC. Reproduções dos cristais foram 
realizadas sob método manual de pipetagem (1:1μL), com 40μL de solução de precipitação no 
reservatório. Os experimentos de otimização de cristais foram realizados modificando os parâmetros 
de concentração de PEG 3533 (10, 15, 20, 25% (p/v)) e de proteína (2, 8, 10, 15 mg/mL). Análises 
de difração dos cristais obtidos foram realizadas em difratômetro Rigaku. A coleta de dados foi 






5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1  INTERAÇÃO GlnB-BCCP-BC IN VITRO 
 
 As proteínas PII são proteínas transdutoras de sinais responsivas aos níveis intracelulares de 
ATP, ADP e 2-OG de forma alostérica e (Huergo, Chandra & Merrick, 2012), indiretamente, 
responsiva também aos níveis de glutamina, pela intermediação da GlnD, que catalisa a 
uridililação/desuridililação de PII em resposta a glutamina (Engleman & Francis, 1978; Jiang, Peliska 
& Ninfa, 1998). Em E. coli, as proteínas PII, GlnK e GlnB, são descritas como principalmente 
envolvidas em funções relacionadas com o metabolismo de nitrogênio, funções que se justificam pelo 
fato de 2-OG e glutamina serem metabólitos indicadores do estado de nitrogênio celular. Além disso, 
uma vez que as proteínas PII respondem alostericamente aos níveis de ATP e ADP, atuam de acordo 
com os níveis energéticos celulares (Xu et al., 1998; Truan et al., 2010; Rajandran et al., 2011; Jiang 
& Ninfa, 1998; Jiang & Ninfa, 2007; Fokina et al., 2010; Engleman & Francis, 1978). 
 O 2-OG é considerado indicador dos níveis de nitrogênio celular devido suas concentrações 
flutuarem de forma inversamente proporcional às concentrações de glutamina no sistema 
GS/GOGAT de assimilação de nitrogênio. Contudo, o 2-OG, é uma molécula diretamente envolvida 
no metabolismo de carbono, pois é intermediário do ciclo de Krebs, via central do metabolismo de 
carbono. Quando glucose é a fonte de carbono sob condições aeróbicas em E. coli, esta molécula é 
oxidada a acetil-CoA, que em sua maior parte é direcionada ao ciclo de Krebs (Huergo & Dixon, 
2015). Em células submetidas a crescimento sob privação de carbono, ocorre um rápido e significante 
aumento nos níveis de 2-OG quando glucose é fornecida às células (Zhang & Ye, 2014), uma clara 
evidência de que 2-OG também pode ser um indicador dos níveis de carbono na célula. Portanto, uma 
vez que as proteínas PII atuam de acordo com os níveis intracelulares de 2-OG, pode-se considerar 
que, PII pode atuar de acordo com os níveis de carbono e nitrogênio.  
 O primeiro relato corroborando PII como proteína regulando metabolismo de carbono na 
célula se deu em Arabdopsis thaliana, pela demonstração da inibição in vitro da atividade da acetil-
CoA carboxilase na presença de PII, pela interação de PII com BCCP (Feria Bourrellier et al., 2010). 
Em nosso trabalho anterior, foi relatado que uma das proteínas PII de E. coli, a GlnK, possui 
capacidade de interação com BCCP, e que, assim como em plantas, essa interação mostrou-se ser 
dependente de MgATP e prevalentemente desfavorecida por 2-OG in vitro de forma dose dependente 
(Rodrigues et al., 2014). No entanto, a atividade da ACC não apresentou diminuição na presença de 
GlnK. Sendo assim, no presente trabalho foi proposto que a proteína GlnB poderia ser a proteína 
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fisiologicamente relevante a interagir com BCCP e causar possível efeito inibitório à ACC, assim 
como encontrado em A. thaliana (Feria Bourrellier et al., 2010). 
 Em uma primeira abordagem experimental neste trabalho, foi realizado ensaio de pull down 
para verificação da interação entre GlnK, BCCP e BC, usando HisBC como proteína-isca e BCCP e 
PII como proteínas-presa. Na figura 19A está representado o resultado do experimento de pull down, 
em que nas linhas 1 e 5 se tem a eletroforese SDS-PAGE de amostras provenientes de incubação de 
AbGlnZ (Ab – Azospirillum brasilense) (linha 1) e de EcGlnK (Ec – E. coli) (linha 5) com o complexo
HisBC-BCCP de E. coli, sob condições favoráveis de interação (presença de MgATP e ausência de 
2-OG), e não se observam bandas de GlnZ nem de GlnK. A não interação de GlnK/GlnZ com o 
complexo HisBC-BCCP pode então explicar porquê não houve inibição da atividade da ACC na 
presença de GlnK (Rodrigues et al., 2014). Por sua vez, nas linhas 3 e 7 da figura 19A foi possível 
verificar bandas correspondentes a GlnB de A. brasilense (linha 3) e de E. coli (linha 7), significando 
que HisBC foi capaz de co-precipitar a GlnB com BCCP no ensaio de pull down na presença de 
MgATP. Tais interações não foram verificadas na presença de 2-OG (linhas 4 e 8), pois mesmo na 
presença de MgATP, a ausência ou presença de 2-OG é determinante para a interação, positiva ou 

















 No seguinte experimento de pull down, realizado após construção de plasmídeos para 
expressar HisGlnB e BC nativa de E. coli, foi possível a confirmação da formação do complexo 
ternário entre GlnB, BCCP e BC de E. coli, usando HisGlnB como isca, como mostra a figura 19B.
FIGURA 19. Interação entre GlnB e complexo BC-BCCP. Ensaio de pull down. SDS-PAGE. Coomassie 
Blue. A. Imobilização de HisBC Ec (10μg) em resina magnética de níquel ((5μL) (Promega) pré-lavada com 
100 μL de tampão de interação (Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, imidazol 20 mM, LDAO 
0,1% (m/v), glicerol 10%, ATP 3,5 mM)) e incubados com BCCP Ec (10μg) e proteína PII (15μg) indicada 
na figura. Nas linhas 2, 4, 6 e 8 foi realizado o ensaio com tampão de interação contendo 2-OG 2 mM. Após 
3 lavagens com 300 μL de tampão de interação a eluição foi realizada com tampão de interação contendo 500 
mM de imidazol e todo o volume eluido (15μL) foi submetido à SDS-PAGE B. Assim como descrito em A, 
HisGlnB Ec (5μg) foi imobilizada em resina magnética de níquel e incubada com BCCP Ec e/ou BC nativa 
(15μg) de acordo com o indicado pelos sinais + (presente) e – (ausente). 
A B Sem 2OG 5 mM 2OG 
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A interação entre HisGlnB e BCCP foi confirmada na linha 1 (Fig. 19B). Na linha 2 pode-se observar 
bandas correspondentes as 3 proteínas incubadas na presença de MgATP, HisGlnB, BCCP e BC, 
indicando formação de complexo ternário entre elas, complexo o qual ocorre pela intermediação de 
BCCP, que interage com HisGlnB e BC, pois na linha 3 se tem HisGlnB e BC incubadas e não se 
observa interação. As mesmas condições das linhas 1, 2 e 3, porém, na presença de 2-OG, foram 
aplicadas nas demais linhas do gel (4, 5 e 6) em mesma ordem.  
A interação entre GlnB, BCCP e BC foi avaliada em diferentes concentrações
fisiologicamente relevantes de 2-OG (Fig. 20). Aparentemente, a concentração testada mais efetiva 
na redução da afinidade entre as proteínas foi a de 500μM. Assim, conclui-se que conforme a 
ocupação dos sítios de ligação de 2-OG em GlnB se tem maior desfavorecimento da formação de 
complexo com BCCP-BC, sendo a concentração crítica, para o desfavorecimento da interação, maior 


















 Em ensaio de interação usando a GlnB de E. coli não-uridililada e uridililada (GlnB-UMP3) 
(Fig. 21) não se verifica formação de complexo ternário com GlnB-UMP3, sugerindo que a interação 
entre GlnB, BCCP e BC ocorre por meio do loop-T de GlnB, característica que foi também observada 
com GlnK em interação com BCCP (Rodrigues et al., 2014). Com isso, considerando que o loop-T 
possa ser a porção de GlnB a formar interface de interação com BCCP-BC, realizou-se ensaio de pull 
down utilizando proteínas PII mutantes, de A. brasilense, incubadas com HisBC e BCCP de E. coli
FIGURA 20. 2-OG desfavorece a formação do complexo ternário GlnB-BCCP-BC de forma dose 
dependente em E. coli. Linhas 1-7 sob concentrações de 0-5mM de 2-OG conforme indicado. Ensaio de pull 
down. HisGlnB Ec (5μg) imobilizada em resina magnética de níquel (5μL) (Promega) pré-lavada com 100 μL 
de tampão de interação (Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, imidazol 20 mM, LDAO 0,1% 
(m/v), glicerol 10%, ATP 3,5 mM) incubada com BCCP Ec (10μg) e BC (15μg) nativas. Após 3 lavagens com 
300 μL de tampão de interação a eluição foi realizada com tampão de interação acrescido de 500 mM de 
Imidazol e todo o volume eluido (15μL) foi submetido à SDS-PAGE e corado com Coomassie blue. 
1            2            3            4            5           6             7  
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(Fig. 22). As linhas 1 e 2 do gel da figura 22 mostram os controles positivo e negativo de interação, 
respectivamente, com AbGlnB. Nas linhas 3 e 4 (Fig. 22) se tem resultado da co-precipitação usando 


















interação, indicando que o loop-T é importante para a interação. Por sua vez, usando GlnB com dupla 
mutação, as quais substituem os resíduos de aminoácidos 52 e 54 de AbGlnB (D52, D54) para os 
resíduos de AbGlnZ (S42, S54), observou-se interação (linha 5) semelhante a interação com GlnB 
nativa (linha 1), indicando que substituição de tais resíduos não exercem efeitos na estrutura da 
interface de interação. A mesma substituição, dessa vez em GlnZ, para se obter GlnZ com resíduos 
52 e 54 de GlnB (S52D, S54D) foi testada no ensaio de interação com HisBC-BCCP (linha 9), e tais 
substituições não foram capazes de tornar GlnZ capaz de interagir com HisBCCP-BC (linha 1, fig. 
19A), assim como quando se utilizou GlnZ triplamente mutante (Q42H, S52D, S54D) (linha 11), não 
se observando interação. Por sua vez, na figura 22, a quimera GlnBZ (1-92 de GlnB e 93-102 de GlnZ 
de A. brasilense) aparentemente mostrou-se capaz de interagir fracamente com HisBCCP-BC (linha 
7), mesmo na presença de 2-OG (linha 8). Considerando que em ensaios anteriores GlnBZ não se 
ligou na resina inespecificamente, esse resultado pode indicar alteração conformacional em PII de tal 
forma a diminuir a afinidade de interação PII-BCCP e ainda, possivelmente resultou em aparente 
perda da responsividade a 2-OG.
1           2 
FIGURA 21. GlnB-UMP3 não interage com o complexo BCCP-BC. Ensaio de pull down. HisBC Ec (10μg) 
foi imobilizada em resina magnética de níquel (5μL) (Promega) pré-lavada com 100 μL de tampão de interação 
(Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, imidazol 20 mM, LDAO 0,1% (m/v), glicerol 10%, 
ATP 3,5 mM)) e incubadas com BCCP Ec (10μg) e proteína GlnB (linha 1) ou GlnB-UMP3 (linha 2) (15μg) 
de A. brasilense. Após 3 lavagens com 300 μL de tampão de interação a eluição foi realizada com tampão 






















 Em ensaio de interação entre HisGlnB, BCCP e BC variando a taxa ATP/ADP em diferentes 
concentrações de 2-OG não se observa significativa alteração na capacidade de interação entre 
HisGlnB e BCCP-BC (Fig. complementar 4), no entanto, observa-se formação do complexo ternário 
HisGlnB-BCCP-BC de forma estável em ensaio de pull down sob concentrações de 3,5 a 1,5 mM de 
MgATP (Fig. complementar 3). Contudo, sob ATP 1mM o complexo HisGlnK-BCCP é estável 
(Rodrigues et al., 2014), logo, supõe que o mesmo ocorra para o complexo PII-BCCP-BC. Além 
disso, foi observado uma aparente tendência ao aumento da banda de BC conforme aumento de ADP 
e diminuição de ADP em baixas concentrações de 2-OG (zero e 0,01mM). Não se sabe explicar essa 
tendência, no entanto, sabendo que BC possui também sítio de ligação à ATP, algum efeito alostérico 
poderia de alguma forma modificar a afinidade de BC ao complexo HisGlnB-BCCP. 
 Contudo, apesar de todos os dados anteriores apontarem GlnB como a proteína PII capaz de 
formar complexo com BCCP-BC, a proteína GlnK foi também capaz de interagir com BCCP e BC 
em ensaio de pull down quando foi utilizado GlnK com cauda His e BCCP e BC nativas (Fig. 23). 
No entanto, GlnK com e sem cauda His não foi capaz de inibir a atividade da ACC (Rodrigues et al., 
2014).
1          2         3        4        5         6         7        8         9        10       11       
FIGURA 22. Interação entre as proteínas PII de A. brasilense e BCCP-BC de E. coli. Ensaio de pull down. 
HisBC Ec (10μg) imobilizada em resina magnética de níquel (5μL) (Promega) pré-lavada com 100 μL de 
tampão de interação (Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, imidazol 20 mM, LDAO 0,1% 
(m/v), glicerol 10%, ATP 3,5 mM) e incubados com BCCP Ec (10μg) e proteínas PII de A. brasilense. Após 
3 lavagens com 300 μL de tampão de interação a eluição foi realizada com tampão contendo 500 mM de 
imidazol e todo o volume eluido (15μL) foi submetido à SDS-PAGE e corado com Coomassie blue. Nas linhas 
2, 4, 6, 8, 10 e 12 o ensaio foi realizado usando tampão de interação contendo 2-OG 5 mM.  
GlnZ 
 1    2    3      4      5    6    7     8      9   10     11     2
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 Para se avaliar a atividade da ACC in vitro na presença de GlnB foi realizado ensaio utilizando 
as subunidades da ACC (BCCP, BC e CT) purificadas, misturadas em uma proporção molar de 1:1:1  
na presença e ausência de GlnB. Através da quantificação em LC/MS do malonil-CoA formado pela 































FIGURA 23. Interação entre GlnK e o complexo BCCP-BC. Ensaio de pull down. HisGlnK (5μg) foi 
imobilizada em resina magnética de níquel (5μL) (Promega) pré-lavada com 100 μL de tampão de interação 
(Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, imidazol 20 mM, LDAO 0,1% (m/v), glicerol 10%, 
ATP 3,5 mM) e incubada com BCCP Ec (10μg) (linha 1) e EcBC nativa (15μg) (linha 2) ou somente com BC 
nativa, sem BCCP (linha 3). Da mesma forma, o ensaio segue a ordem nas linhas 4, 5 e 6 de acordo com sinais 
+ (proteína presente) e – (proteína ausente), porém, com tampão acrescido de 2-OG 5mM. Após 3 lavagens 
com 300 μL de tampão de interação a eluição foi realizada com tampão de interação acrescido de 500 mM de 
Imidazol e todo o volume eluido (15μL) foi submetido à SDS-PAGE e corado com Coomassie blue.  
Sem  2-OG 2-OG 5 mM 
FIGURA 24. Atividade da acetil-CoA carboxylase (ACC) na presença de GlnK e GlnB de E. coli. A 
formação de malonil-CoA pela ACC foi medida na presença de BSA (barra 1), GlnK (barra 2) e GlnB (barra 
3). GlnK e GlnB adicionados a 10 μM e BSA (em mesma quantidade p/v). A reação foi interrompida com 
adição de 10% (v/v) de ácido acético após 10 min. O malonil-CoA formado foi quantificado por LC-MS, com 
injeção de 5 μL de amostra. O 13C malonil-CoA foi usado como controle interno para quantificação. Teste T 
de Student p<0,05. 
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na figura 24. Essa regulação parcial da ACC foi também encontrada na presença de PII em A. thaliana 
(Feria Bourrelier et al., 2010). Esses dados indicam que a GlnB, e não a GlnK, é a proteína relevante 
fisiologicamente para a inibição da atividade da ACC in vivo. 
 
5.2  IDENTIFICAÇÃO DE FENÓTIPO RESULTANTE DA INTERAÇÃO GlnB-BCCP-BC 
 
5.2.1 Quantificação de ácidos graxos em células E. coli mutantes PII 
 
A primeira etapa da síntese de ácidos graxos é catalisada pela acetil-CoA carboxilase (ACC). 
A formação de malonil-CoA a partir de acetil-CoA corresponde a etapa limitante da síntese de ácidos 
graxos (Davis et al., 2000), os quais são direcionados à síntese de membrana em E. coli. A regulação 
desta enzima, a ACC bacteriana, é muito pouco conhecida, porém sabe-se que um importante 
mecanismo regulatório da ACC consiste em sua inibição pelo acúmulo intracelular de acil-ACPs, 
produtos finais da síntese de ácidos graxos, por interação direta com a ACC (Davis & Cronan, 2001; 
Evans et al., 2017). Esse mecanismo de feedback negativo faz com que os níveis de malonil-CoA se 
mantenham baixos na célula, no entanto, é visto que ocorre um aumento dos níveis de malonil-CoA 
quando sob super-expressão de ACC, porém sem aumento de ácidos graxos (Davis & Cronan, 2001; 
Lennen et al., 2010). Apenas é observado aumento na produção de ácidos graxos na célula sob super-
expressão de tioesterases capazes de converter acil-ACP de cadeia longa (>C12) em ácidos graxos 
livres (FFA), estes, os quais são em parte excretados da célula em parte acumulados no interior 
celular. A super-expressão da tioesterase I de E. coli (TesA) resulta no consumo de acil-ACPs, e 
assim, leva ao aumento dos níveis de malonil-CoA e de FFA (Jiang & Cronan, 1994; Cho & Cronan, 
1995; Voelker & Davies, 1994; Ohlrogge et al 1995).  
 O desenvolvimento de novas fontes de combustíveis de forma sustentável é uma necessidade 
devido a evidente diminuição das fontes de combustíveis fósseis no planeta. A produção microbiana 
de ácidos graxos tem sido bastante estudada visando otimização desse processo, e assim, a 
viabilização da produção de biocombustíveis após modificação química ou enzimática desses 
compostos, os quais são estruturalmente semelhantes aos alcanos presentes no diesel e até mesmo na 
gasolina (Howards et al., 2013; Choi & Lee, 2013). Contudo, devido a regulação da via biossintética 
de ácidos graxos ser estrita, mais estudos são necessários para se conhecer melhor a regulação dessa 
via e otimizar a produção de ácidos graxos (Lennen & Pfleger, 2012; Janßen & Steinbüchel, 2014). 
Uma vez que a inibição da ACC é sabidamente o fator limitante da formação de malonil-CoA 
e, assim, de ácidos graxos, a deleção/diminuição de agente inibidor da ACC levaria ao aumento de 
seu produto, malonil-CoA, e da produção de ácidos graxos sob super-expressão de TesA (Lennen & 
Pfleger, 2012). Neste trabalho, foi mostrado que a GlnB é um regulador da atividade da ACC por 
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meio de interação direta com BCCP. Essa interação ocorre provavelmente como uma forma de ajuste 
fino no controle da concentração de malonil-CoA na célula, assim, acarretando no controle da 
biossíntese de ácidos graxos. Para testar o efeito de PII na biossíntese de ácidos graxos foram 
utilizadas as estirpes de E. coli ET8000 (wt), PT8000 (ΔglnB) e FT8000 (ΔglnK/glnB) para se 
quantificar a produção de ácidos graxos sob super-expressão de TesA.  
Na figura 30, está representado o efeito da expressão de TesA em estirpes de E. coli mutantes 
PII quanto a composição total de ácidos graxos dessas células. Neste experimento as células ET8000,
PT8000 e FT8000 sob super-expressão e não super-expressão de TesA são crescidas até DO600 de 0,5, 
então delas foram extraídos os FFA totais. Esses ácidos graxos foram quantificados e identificados 
por GC/MS e a soma das espécies de FFA encontradas está representada em mg de FFA/mg de peso 
seco (Fig. 30). Pode-se verificar a maior produção total de FFA sob super-expressão de TesA pela 
estirpe FT8000 (0,12mg/mg) em relação a ET8000 (0,06mg/mg) e PT8000 (0,08mg/mg) sob mesma 
DO600. E ainda, percebe-se um aumento na produção de FFA em PT8000 em relação a célula 
selvagem, sob super-expressão de TesA, de 25-30%.  
A diferença na produtividade de FFA entre as estirpes de E. coli testadas sob super-expressão 
de TesA, não apenas se restringe às quantidades totais. Nas células testadas, foram detectados o ácido 
esteárico (C18:0), ácido palmítico (C16:0) e o ácido tetracanóico (C14:0), este último somente 
detectado em células com TesA super-expressa (célula-TesA). Sob super-expressão de TesA, foram 
predominantemente produzidos os FFA saturados C16:0 e C14:0, assim como em outros trabalhos 
(Lu et al., 2008; Choi & Lee, 2013; Liu et al., 2012). Tais FFA, de 14 e 16 carbonos, foram detectados 
em maior quantidade em PT8000-TesA e FT8000-TesA comparado ao selvagem ET8000-TesA, e 
ainda em maior quantidade em FT8000-TesA do que em PT8000-TesA (Fig.30C e D), sendo a 
produção de C18:0 equivalente em todas as estirpes testadas (Fig. 30B). O aumento observado na 
produção total de ácidos graxos parece ser principalmente determinado pelo aumento de C14:0, pois 
este FFA apresenta-se cerca de 4 vezes aumentado em FT8000-TesA (0,049mg/mg) comparado ao 
selvagem-TesA (0,012mg/mg) e cerca de 3 vezes aumentado em relação à PT8000-TesA 
(0,018mg/mg) (Fig. 30D). O ác. palmítico (C16:0) também é diferencialmente produzido por 
FT8000-TesA, apresentando cerca de 25% e 50% acima do rendimento de PT8000-TesA e ET8000-










































Os resultados obtidos pela quantificação dos ácidos graxos em células mutantes PII 
representados na figura 30, podem ser analisados levando em conta o tempo de geração das células 
testadas, pois FT8000 apresentaram crescimento mais lento que as demais (Atkison & Ninfa, 1998; 
Reyes-Ramirez et al., 2001). Neste trabalho, foi observado tempo de duplicação de FT8000 é 2,3 
vezes maior que ET8000 e PT8000 (1,0h) sob condições de super-expressão de TesA. Assim, 
representando a quantidade de FFA em valores de produtividade específica, expressos em mg de 
FFA/mg de peso seco/hora de cultivo celular (Figura 26), verificamos que a célula PT8000 foi a que 
mais produziu ác. esteárico (C18:0) (8,3mg/g/h) (Fig. 26A), ác. palmítico (C16:0) (8,8mg/g/h) (Fig. 
26B) e FFA totais (22mg/g/h) (Fig. 26D). A estirpe FT8000 apresentou maior valor de produtividade 
específica para o ác. tetradecanóico (C14:0) (6,5mg/g/h) em relação as demais (Fig. 26C).  
Ácidos graxos de origem microbiana podem possuir diversas aplicações, como para a produção de 
biodiesel, cosméticos e drogas de uso farmacêutico, propiciando baixo custo efetivo de produção e menos 
tempo de processo (Rupilius & Ahmad, 2006; Janssen & Steinbuchel, 2014; Desbois & Smith, 2010; Jones et 


























































































   * 
FIGURA 25- Quantificação de ácidos graxos em estirpes de E. coli mutantes PII sob super-expressão de 
TesA.  Quantificação dos ácidos graxos (FFA) totais (A), ácido esteárico (C18:0) (B), ácido palmítico (C16:0) 
e ácido tetradecanóico (C14:0) por GC/MS. Controle interno: Ác. pentadecanóico (C15:0). Células contendo 
(A, B, C e D) ou não-contendo (A, como indicado) o plasmídeo pBAD33-TesA (promotor araBAD) cultivadas 
até DO600 = 0,5 em meio M9 (glucose 0,4%) suplementado com NH4Cl 30mM e L-arabinose 0,4%. Média e 
S.d de experimentos em duplicata. Test-T em relação ao selvagem, p<0,05. 
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biocombustíveis. A necessidade de se desenvolver fontes alternativas e sustentáveis de combustíveis 
fósseis, por isso, a otimização da produção de ácidos graxos microbianos tem sido buscada e 
significantes progressos têm sido alcançados por meio da engenharia genética em E. coli (Rahman et 
al., 2016). Modificações genéticas em E. coli possibilitam o desvio da produção de ácidos graxos 
para a produção de alcanos de cadeias mais longas (13-17 carbonos), para originar diesel, e de cadeias 
curtas (4-12 carbonos), para originar gasolina (Howards et al., 2013; Foo et al,, 2014; Choi & Lee, 
2013). Neste trabalho, através da super-expressão de TesA, a máxima produtividade específica total 
de FFA obtida foi de 0,022g/g/h pela célula PT8000, 20% a mais que a estirpe selvagem. Por sua vez, 
FT8000-TesA apresentou 50% de aumento da produção total de ácidos graxos (g/g) que a célula 
selvagem. Assim, neste trabalho sugere-se que a deleção de genes PII pode vir a conferir um 
significante aumento na produção de ácidos graxos em E. coli. 
FIGURA 26- Produtividade específica de ácidos graxos em estirpes de E. coli mutantes PII. Quantificação 
dos ácidos graxos (FFA) (A), ácido esteárico (C18:0) (B), ácido palmítico (C16:0) e ácido tetradecanóico 
(C14:0) e FFA totais por GC/MS. Controle interno: Ác. pentadecanóico (C15:0). Células contendo ET8000, 
PT8000 e FT8000 contendo plasmídeo pBAD33-TesA (promotor araBAD) cultivadas até DO600 = 0,5 em meio 
M9-NH4Cl 25mM, glucose 0,4%, L-arabinose 0,4%. Média e S.d de experimentos em duplicata. Test-T em 
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 O emprego da engenharia genética para criar uma estirpe de E. coli especializada na super-
produção de ácidos graxos somado a métodos otimizados de cultivo descontínuo (Fed-batch) 
possibilita, atualmente, a obtenção de cerca de 2,5-7g/L de rendimento total (Lu et al., 2008; Zheng 
et al., 2012; Dellomonaco et al., 2011). O rendimento máximo de E. coli selvagem é de 0,02g/L de 
FFA (Lu et al., 2008) em escala descontínua. Sob super-expressão de tioesterase e condições de 
cultivo descontínuo se pode produzir 12-35 vezes mais FFA do que a estirpe selvagem de E. coli 
(Lennen et al., 2010; Zheng et al., 2012; Steen et al., 2010). No presente trabalho, FT8000-TesA 
(ΔglnK/glnB) apresentou rendimento 2 vezes maior que a selvagem (ET8000-TesA) sob super-
expressão de TesA e condições de cultivo contínuo.  
Uma explicação plausível para o maior aumento observado na produção de ácidos graxos na 
estirpe duplo-mutante PII (ΔglnK/glnB) do que em mutante glnB simples, seria que devido a mutação 
de glnB levar a não-repressão de NtrC, ativando a expressão de glnK que, assim, assume algumas 
funções de GlnB (Acondéguy, 2001), como a inibição da ACC, porém, com menor afinidade, 
propiciando, ainda assim, maior produção de ácidos graxos que na estirpe selvagem. Contudo, 
conclui-se que a deleção de genes glnK e/ou glnB, pode aumentar a produção de ácidos graxos em 
linhagens de E. coli geneticamente modificadas e sob cultivo descontínuo.  
 Evidências de que as proteínas PII estão envolvidas na regulação da síntese de ácidos graxos 
foram encontradas em outros organismos. A interação entre PII e as isoformas BCCP1 e BCCP2 de 
cloroplastos de folhas de Arabidopsis thaliana foi demonstrada, bem como a inibição da atividade da 
ACC por PII (Feria Bourrellier et al, 2010). Nesse organismo, um fator de transcrição, WRINKLED1, 
responsável pela ativação da glicólise e da via biossintética de ácidos graxos, também regula a 
expressão de GlnB (AtGLB1) por interação direta com a região promotora de AtGLB1, gerando 
acúmulo de GlnB nas sementes ao início da fase de maturação. Por sua vez, quando realizada a 
deleção de AtGLB1, observou-se aumento de ácidos graxos em comparação com as estirpe selvagens 
(Baud et al., 2010).  
 Em cianobactéria, a identificação da interação entre PII e BCCP, bem como a caracterização 
da inibição da atividade da ACC por PII foi recentemente demonstrada (Hauf et al., 2016). Na 
cianobactéria testada, Synechocystis, quando o gene codificante para PII foi deletado, foi observado 
um aumento dos níveis de ácidos graxos. Além disso, os níveis de acetil-CoA, substrato da ACC, 
foram drasticamente reduzidos em estirpe mutantes PII, efeito que foi revertido por complementação 
deste gene (Hauf et al., 2016). E ainda, se tem como evidência adicional do envolvimento de PII no 
controle da síntese de ácidos graxos na alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii, em que a redução 
dos níveis de PII resultaram em aumento dos níveis de triacilglicerol (TAG) em corpos lipídicos nesta 
célula (Zalutskaya et al., 2015). Assim, os dados encontrados na literatura suportam os dados 
apresentados neste trabalho. No entanto, mais estudos são necessários para o melhor entendimento 
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do processo de acúmulo de ácidos graxos, ligando o envolvimento de PII na regulação da ACC com 
o aumento desses compostos. 
 
5.2.2- Análise do tamanho de E. coli mutante PII 
 
A disponibilidade nutricional é determinante para E. coli regular seu tamanho e taxa de 
crescimento, assim, estirpe cultivadas em meio rico são maiores que estirpe cultivadas em meio pobre
ou sob privação nutricional. Por sua vez, quando E. coli tem seu tempo de geração aumentado, 




















Sabendo que as estirpe duplo-mutantes glnK/glnB apresentam maior tempo de geração 
comparado com a estirpe selvagem (Martin & Renhold-Hurek, 2002; Reyes-Ramirez et al., 2001), 
estas estirpe foram avaliadas quanto ao seu tamanho por citometria de fluxo, como representado na 
figura 27A, em que se tem a mediana dos eventos em eixo FSC-H, indicativo de tamanho, para as 
estirpes ET8000, PT8000 e FT8000, sem e com a super-expressão de TesA (pBAD33-TesA). Assim, 
foi verificado que os mutantes glnB (PT8000) e glnK/glnB (FT8000) são menores que a selvagem 
(ET8000), em 5% e 49%, respectivamente. E ainda, sob super-expressão de TesA ocorre um aumento 
FIGURA 32- Efeito da ausência de GlnB, GlnB e GlnK e da presença de TesA no tamanho de E. coli. A- 
Comparação de tamanho (FSC-H) por citometria de fluxo entre as células ET8000, PT8000 e FT8000 com e 
sem super-expressão de TesA, como indicado. As letras a, b e c (minúsculas) indicam diferença estatística 
entre o tamanho de ET8000, PT8000 e FT8000 sem TesA. A letra A (maiúscula) indica mesmo tamanho entre 
ET8000 e PT8000 sob super-expressão de TesA e a diferença estatística destas em comparação com FT8000 
sob super-expressão de TesA é indicada pela letra B (maiúsculo). Os asteriscos indicam diferença estatística 
no tamanho das linhagens entre si com e sem super-expressão de TesA. Experimento proveniente de 5 
replicatas biológicas. Análise de variância ANOVA de duas vias e teste Turkey, p<0,05. B- Scanner de lâmina 
mostrando estirpes de E. coli no durante a divisão celular (Yao et al., 2012). ET8000 na figura micrografia 
superior, FT8000 na micrografia central e PT8000 na micrografia inferior. Microscópio Olympus BX 61 TM 
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das células em relação a estirpe sem super-expressão de TesA. O aumento no tamanho celular 
verificado foi de 7% na estirpe ET8000, de 12% na estirpe PT8000 e de 22% na estirpe FT8000 sob 
super-expressão de TesA. Na figura 27B, há micrografias, sob a mesma escala em máximo aumento, 
mostrando as estirpes ET8000, PT8000 e FT8000 no momento da divisão celular (Yao et al., 2012), 
para representação visual de seus tamanhos.  
Quando sob condições de disponibilidade de nitrogênio, condição na qual o gene glnK não é 
expresso, mutantes glnB podem induzir a um certo nível a expressão de GlnK, pela ausência de 
regulação de NtrC por GlnB. Deste modo, um maior nível de NtrC permaneceria fosforilada, ativando 
a expressão de genes do metabolismo de nitrogênio, entre eles glnK, assim, GlnK poderia atuar em 
complementação às funções de GlnB (Arcondéguy, 2001). No entanto, sabendo que GlnK apresenta 
menor afinidade a NtrC do que GlnB (Atkinson & Ninfa, 1998), espera-se, sob suficiência de 
nitrogênio, maior nível de NtrC fosforilada em mutante glnB do que no selvagem. Por sua vez, estirpe 
duplo-mutantes PII (ΔglnK/glnB), sob condições de disponibilidade de nitrogênio, tende a apresentar 
comportamento de estirpe selvagem sob condições limitantes de nitrogênio, possibilitando que um 
maior nível de NtrC permaneça ativa (fosforilada), estimulando a expressão de genes controlados por 
σN (Reyes-Ramirez et al., 2001; Atkinson e Ninfa, 1998). Desta maneira, E. coli reduz seu tamanho 
e taxa de crescimento em resposta a tais condições de estresse, a privação de nutriente, no caso, o 
nitrogênio. Contudo, a deleção dos genes glnK e/ou glnB pode acarretar em alguns efeitos difíceis de 
interpretar, uma vez que as proteínas PII estão envolvidas em uma série de processos regulatórios, os 
quais não são ainda totalmente conhecidos (Huergo, Chandra & Merrick, 2012).  
A estirpe de E. coli com inserção do gene de uma tioesterase (BTE) para cada locus dos 
operons fadD, fadE e fadAB (Youngquist et al., 2012) apresenta eliminação da via de β-oxidação, 
assim, aumentando a produção de ácidos graxos (Hoover et al., 2011) e super-expressando BTE em 
alto nível. Utilizando o mesmo método, porém, com inserção do gene de uma BTE não-funcional 
(BTE H204A) como controle (Lennen et al., 2013), e comparando o tamanho destas células, foi 
observado que ambas as células apresentaram o mesmo tamanho, em média, que E. coli selvagem em 
fase log, porém, em fase estacionária, fase na qual células E. coli selvagem reduzem em tamanho 
(Åkerlund, 1995), foi verificada uma tendência das células que expressam BTE a não reduzir, 
diminuição de tamanho a qual ocorreu nas células que expressam BTE H204A (Lennen et al., 2013), 
assim como em E. coli selvagem, caracterizando heterogeneidade no tamanho celular sob super-
expressão de tioesterase nessa estirpe. No presente trabalho, foi possível verificar um significativo 
aumento no tamanho das células nas estirpes testadas (ET8000, PT8000 e FT8000) quando sob super-
expressão de TesA em comparação com as respectivas estirpes não portando plasmídeo pBAD33-
TesA para expressão de TesA (Fig. 27). Essa alteração de tamanho pode ser explicada levando em 
conta as formas como E. coli transporta os ácidos graxos para o exterior da célula.  
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O processo de excreção de FFA em bactéria é pouco conhecido, entretanto, pode-se assumir 
que o transporte de FFAs para o exterior da célula ocorre de duas formas, por meio de proteínas 
transportadoras transmembrana (Lennen et al., 2013) e por meio da livre difusão (Lennen & Pfleger, 
2012). O acúmulo de determinados compostos no interior da célula pode acarretar em efeitos tóxicos, 
e quando sob tais condições, a célula expressa proteínas engajadas no efluxo dessas moléculas (Isken 
& Bont, 1998). Por sua vez, uma vez que ácidos graxos são moléculas hidrofóbicas, elas têm 
capacidade de serem excretadas por difusão através da membrana interna e externa (Lennen & 
Pfleger, 2012), processo esse possivelmente facilitado por proteínas transportadoras em uma ou 
ambas as camadas membrânicas. O processo de super-produção de ácidos graxos tende a estimular a 
síntese de fosfolipídeos de membrana (Parsons & Rock, 2013; Cho & Cronan, 1995) e isso pode levar 
ao aumento da superfície celular. Além disso, sob super-expressão de tioesterase a taxa de produção 
de ácidos graxos pode ser maior que a capacidade máxima de excreção desses lipídeos, assim, 
podendo favorecer o acúmulo de membrana (Lennen et al., 2011), o que pode ter levado ao aumento 
do tamanho das células (Fig. 27). A ativação ou inativação da biossíntese de ácidos graxos está 
relacionda a taxa de crescimento e ao tamanho celular. É conhecido que a deleção do gene fabH causa 
aumento da produção de C18 e redução de C16, assim como a redução da taxa de crescimento e do 
tamanho da célula (Yao et al., 2012) enquanto que a super-expressão de fabH leva ao efeito oposto 
(Tsay et al., 1992). 
O conteúdo de FFA predominantemente associados a célula é diferente do conteúdo 
produzido sob super-expressão de tioesterase (BTE), sendo C16-18 predominantemente associado a 
membrana e C8-14 apresentando-se como ácido graxo excretado ou acumulado em vesículas lipídicas 
intracelulares (Lennen et al., 2011). Neste trabalho foi apresentado resultado que indica que não só a 
estirpe que mais produziu FFA totais (g/g), mas também a que mais produziu C16:0 e C14:0 totais 
(g/g) foi a que apresentou maior aumento de tamanho (FT8000) relativo a mesma estirpe sem 
expressão de TesA (Fig 27A). Ademais, a estabilidade da membrana celular também está relacionada 
ao tempo necessário para a formação e arranjo da mesma (Parsons & Rock, 2013), assim, 
possivelmente a estirpe FT8000 possua maior viabilidade de membrana para suportar a super-
produção de FFA, uma vez que possui mais baixa taxa de crescimento (Atkinson & Ninfa, 1998). 
 
5.2.3  Quantificação de malonil-CoA in vivo resultante da co-super-expressão de ACC e GlnB em 
E. coli duplo-mutante glnK/glnB 
  
 Ainda há muito a ser elucidado sobre a regulação da enzima ACC multi-subunidade 
bacteriana. Contudo, sabe-se que esta enzima pode ser regulada pelo controle da expressão de suas 
subunidades, BCCP e BC (James & Cronan, 2004) (Fig. 17B) e pela, não totalmente aceita, regulação 
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da tradução da subunidade CT (Meades et al., 2010) (Fig. 17C). A regulação de ACC mais bem aceita 
é a inibição alostérica da ACC por acil-ACPs (Davis & Cronan, 2001; Evans et al., 2017) (Fig. 17A), 
no entanto, não se sabe muito a respeito dessa inibição. Além disso, há indícios de que os genes 
codificantes das subunidades da enzima ACC são transcritos de acordo com a taxa de crescimento de 
E. coli (Li & Cronan, 1993). Contudo, neste trabalho foi verificado equivalente quantidade de 
proteínas totais (g/g peso seco) e de BCCP nativa biotinilada entre as estirpes ET8000, PT8000 e 
FT8000 com e sem super-expressão de TesA por western blot com streptavidina-HRP (dados não 
mostrados). 
 O malonil-CoA é mantido sob baixas concentrações em E. coli, pois é somente consumido 
para a síntese de ácidos graxos, em que é necessário para as etapas de alongamento. A formação de 
malonil-CoA constitui a etapa limitante da síntese de ácidos graxos, logo, sua concentração tende a 
se manter baixa e constante, pois conforme é produzido é irreversivelmente consumido nesta via 
(Lennen & Pfleger, 2012). Sob super-expressão de ACC se observa aumento do malonil-CoA em até 
3 vezes comparado ao nível encontrado em E. coli selvagem (0,07nmol/mg de peso seco) (Zha et al., 
2009). Entretanto, a super-expressão de ACC não aumenta a produção de ácidos graxos (Davis & 
Cronan, 2001; Lennen et al., 2010), somente é verificado aumento da produção de conteúdo lipídico 
sob super-expressão de TesA, aumento o qual é otimizado com a co-super-expressão de ACC (Davis 
et al., 2000). Outra forma de se aumentar os níveis de malonil-CoA conhecida é por meio do uso de 
um composto antibiótico, chamado cerulenina, que leva a inibição da síntese de ácidos graxos, assim, 
o uso desse composto em cultura leva a redução dos níveis de acil-ACP, inibidor alostérico da ACC. 
Por inibir a atividade das enzimas FabB e FabF, a cerulenina gera um drástico acúmulo de malonil-
CoA sob super-expressão de ACC (Davis et al., 2000). Neste trabalho, foram realizados alguns 
ensaios preliminares utilizando cerulenina, possibilitando a verificação de um significativo aumento 
de malonil-CoA em estirpe selvagem tratada com este composto em relação a não tratada, de forma 
dose-dependente (dados não mostrados), no entanto, o custo desse reagente torna seu uso bastante 
inviável (Zha et al., 2009), não possibilitando prosseguimento com tal metodologia.  
No presente trabalho, foi verificado que as proteínas PII são capazes de interagir com BCCP-
BC formando um complexo ternário in vitro sob controle de MgATP e 2-OG. Ainda, foi apresentado 
experimento mostrando que GlnB inibe a atividade da ACC in vitro. Por conseguinte, experimentos 
de quantificação de ácidos graxos sugeriram que estirpes E. coli mutantes glnB e glnK/glnB, sob 
super-expressão de TesA, apresentam maior produção de ácidos graxos que a estirpe selvagem super-
expressando TesA. Contudo, para se determinar o específico mecanismo que resulta no aumento dos 
níveis de ácidos graxos produzidos por mutante PII foram realizados experimentos para se quantificar 
os níveis de malonil-CoA de estirpe de E. coli duplo mutantes glnK/glnB. As células da estirpe 
FT8000 foram transformadas com pBAD33-ACC (Cmr), para se aumentar o conteúdo de malonil-
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CoA celular e favorecer a detecção por LC/MS. As mesmas células também foram transformadas 
com pDK5PII (Ampr), para super-expressar GlnB e, assim, se analisar o quanto haveria de redução 
do aumento de malonil-CoA em caso de haver inibição da ACC por GlnB. Assim, após as células 
serem crescidas até DO600 próxima de 0,5, os metabólitos foram extraídos e analisados em LC/MS. 
Como resultado, apresentado na figura 28, pode-se observar que as células FT8000 sob super-


















selvagem (Zha et al., 2009), confirmando o esperado aumento desses níveis (Davis & Cronan, 2000), 
exceto quando sob co-super-expressão de GlnB, pois nesta condição se verifica redução do aumento 
dos níveis de malonil-CoA em ~30% em relação as demais condições sem super-expressão de GlnB. 
Esses dados sugerem que GlnB está interagindo com a ACC in vivo e está inibindo a atividade desta 
enzima, assim, reduzindo o aumento de malonil-CoA na célula gerado pela super-expressão de ACC.  
No metabolismo central de E. coli, a fonte de carbono, preferencialmente a glucose, é 
consumida através de uma série de reações enzimáticas gerando piruvato. Subsequentemente, o 
piruvato é oxidativamente descarboxilado pelo complexo da piruvato desidrogenase produzindo CO2 
e acetil-CoA. Enquanto a maioria do acetil-CoA entra no ciclo de Krebs, uma pequena parcela é 
direcionada à biossíntese de ácidos graxos, em que o acetil-CoA é convertido a malonil-CoA pela 
acetil-CoA carboxilase (ACC). A ACC é uma enzima essencial, e a sua completa inibição resultaria 
FIGURA 28- Produção celular de malonil-CoA na presença de GlnB. Em LC/MS foi realizada a 
quantificação de malonil-CoA de células FT8000 transformadas com pBAD33-ACC (Cmr) ou com 
pBAD33-ACC (Expressa EcACC) mais pDK5PII (expressa AbGlnB) (Ampr). As células foram 
submetidas a crescimento na presença de 0,2% de L-arabinose na ausência ou presença de 0,1mM de 
IPTG a partir de DO600 teórica inicial de 0,05 (até ~0,5). Os metabolitos foram extraídos após adição 
de padrão interno 14C-malonil-CoA (Sigma), a partir do qual os picos integrados foram normalizados. 
Asterisco indica diferença estatisticamente significante em relação as demais condições. Análise de 
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em inviabilidade celular (Waldrop & Cronan, 2002). Desta forma, a concentração de malonil-CoA 
na célula é bastante baixa e precisa ser finamente controlada, uma vez que este metabólito é 
direcionado à síntese de ácidos graxos de forma irreversível e coordenada com a síntese de 
fosfolipídeos, com o crescimento celular (Lennen & Pfleger, 2012; Zha et al., 2009) e também em 
coordenação com o metabolismo de carbono, nitrogênio e energia. Um metabólito intermediário do 
ciclo de Krebs e concomitantemente esqueleto carbônico da assimilação de nitrogênio é o 2-
oxoglutarato (2-OG), molécula a qual é considerada regulador global do metabolismo (You et al., 
2013; Schumacher et al., 2013; Huergo & Dixon, 2015).  
 As proteínas transdutoras de sinais da família PII são consideradas proteínas integradoras do 
metabolismo de carbono, nitrogênio e energia (Forchhammer, 2008; Baud et al., 2010). No que diz 
respeito ao metabolismo de carbono, sugere-se que as proteínas PII sejam responsáveis pela fina 
regulação da síntese e da composição de ácidos graxos (Baud et al., 2010), sugestão a qual é suportada 
pelos dados apresentados neste trabalho. Essa função de PII, de regulação da síntese de ácidos graxos 
pela inibição da enzima ACC, parece ocorrer de forma bastante conservada, uma vez que a interação 
PII-BCCP, assim como o efeito fenotípico de aumento de conteúdo lipídico em mutantes PII, são 
encontrados em bactéria (este trabalho; Rodrigues et al. 2014), em cianobactéria (Hauf et al., 2016), 
alga (Zalutskaya et al., 2015) e em planta (Baud et al., 2010; Feria Bourrellier et al., 2010). Além 
disso, a interação de PII com BCCP é relatada como sendo principalmente regulada pela concentração 
de 2-OG (este trabalho; Rodrigues et al. 2014; Hauf et al., 2016; Feria Bourrellier et., 2010), 
sugerindo que PII é a proteína chave na transdução dos sinais dos níveis de 2-OG, em coordenação 
com os níveis de ATP/ADP e glutamina. 
 O aumento dos níveis de malonil-CoA causado pela super-expressão de ACC, foi reduzido 
em resposta a co-super-expressão de GlnB (Fig. 28), o que pode sugerir que o efeito da deleção de 
genes glnB ou glnK/glnB nos níveis de ácidos graxos (Fig. 30 e 26) ocorre devido a não inibição de 
ACC por GlnB. Os níveis de 2-OG em células selvagens (ET8000) sob condições sufientes de 
nitrogênio relatados são de baixo 2-OG (0,05mM) e em glnK/glnB (FT8000) foi observado um 
aumento para cerca de 0,4mM. Contudo, em células mutantes glnB (PT8000) os níveis são iguais aos 
selvagens (Reyes-Ramirez et al., 2001). Com isso, se pode sugerir que o aumento observado, neste 
trabalho, dos níveis de ácidos graxos sob super-expressão de TesA nas células mutantes PII (PT8000 
e FT8000) em relação a E. coli selvagem (ET8000) ocorre pela depleção de agente inibidor (proteínas 
PII) da enzima ACC, premissa suportada pela redução observada do aumento dos níveis de malonil-





5.3  ESTUDOS ESTRUTURAIS  
 
5.3.1  Purificação do complexo BCCP-PII 
 
 Com o intuito de se poder iniciar experimentos de cristalização para possivelmente resolver a 
estrutura cristalográfica do complexo GlnB-BCCP ou GlnB-BCCP-BC foram realizados ensaios de 
purificação em gel filtração. Para isso, analisando a preparação de BCCP em coluna de gel filtração
verificou-se que sob as condições de purificação utilizadas, essa proteína forma agregados solúveis 
de alta massa molecular, eluindo prevalentemente no volume morto da coluna (Fig. 29A e B). 
Contudo, em gel filtração de uma outra preparação de BCCP em que se obteve uma menor 
concentração de proteína, verificou-se a formação de agregados de menor massa molecular nos 
volumes de eluição de 10,65mL e de 15mL, onde a massa molecular esperada de proteína 
correspondem a forma ~ hexamérica e a forma monomérica de BCCP, respectivamente, como se 
observa na figura 29A e C, indicando que a elevada concentração de BCCP pode favorecer a formação 




















FIGURA 25. Perfil cromatográfico da holo-BCCP de E. coli em gel filtração. A- Cromatograma de BCCP em 
gel filtração, coluna superose 12 10/300 GL (GE Healthcare) (UV 280nm). Perfil cromatográfico em rosa 
proveniente de corrida de holo-BCCP purificada em uma concentração de 5mg/mL. Perfil cromatográfico em azul 
proveniente de corrida de holo-BCCP purifica a 0,5mg/mL. B- Frações da gel filtração representada no perfil 
cromatográfico em rosa (A) (5mg/mL). Na linha A foi aplicada a amostra aplicada na coluna. C – Frações da gel 
filtração representada no perfil cromatográfico em azul (A) (0,5mg/mL); SDS-PAGE 15% cada gel possui linhas 















































FIGURA 26. Formação do complexo BCCP-GlnB de E. coli em gel filtração. A- Perfil cromatográfico em gel 
filtração em tampão Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM e 1mM MgATP (coluna superose 6) de 
GlnB (gel B1), BCCP (gel B2) e do complexo GlnB-BCCP (gel B3) em gel filtração.  B- SDS-PAGE com frações 
da gel filtração A; 1- Frações da gel filtração de GlnB. 2- Frações da gel filtração de BCCP. 3- Frações da gel 








 O estado de oligomerização de BCCP não é conhecido, se discute que, in vivo, BCCP poderia 
ser dimérica ou somente encontrada ligada à BC, uma vez que os genes de BC e BCCP são expressos 
a partir do mesmo operon accBC (Cronan & Waldrop, 2002). Proteínas que tendem a formar 
agregados podem obter maior estabilidade conformacional na presença de um ligante ou proteína de 
interação (Pastore & Tamussi, 2012), assim, desfavorescendo a agregação. Por isso, hipotetizou-se 
que BCCP possivelmente viesse a apresentar formas não agregadas na presença da proteína de 
interação BC e/ou GlnB em complexo BCCP-GlnB em todas as frações de eluição (Fig. 26 B3), 
indicando que o complexo ocorreu em gel filtração, pelo padrão de migração das bandas de GlnB e 
de BCCP. Isso mostra que PII interage com todas as formas agregadas de BCCP, inclusive com 
formas possivelmente não agregadas, no volume 14 e 15, onde se tem bastante baixa concentração 
do complexo GlnB-BCCP. Fica assim bastante claro o caráter não homogêneo dessa interação, sendo 
a homogeneidade um fator importante para iniciar ensaios de cristalização. 
 Seguindo a hipótese de que a adição de um ligante poderia conferir estabilidade a BCCP e 
assim obter formação de complexo estável e homogêneo, foi então acrescida a proteína BC a mistura 
GlnB/BCCP, experimento representado na figura 27, em que primeiramente a proteína BC foi 
submetida a gel filtração e, assim, foi verificada oligomerização conforme esperada, formação de BC 
homodimérica (Waldrop et al., 1994) (Fig. 27A). Assim, uma vez conhecendo o comportamento das 
proteínas GlnB, BCCP (Figura 26) e BC (Fig. 27A) em gel filtração, as proteínas HisGlnB, BCCP e 
BC (para métodos ver item 3.7.2), foram separadamente expressas e tiveram, após processo de 
biotinilação de BCCP, seus extratos proteicos incubados sob tampão com MgATP 3,5mM e, assim, 
foi possível purificar o complexo HisGlnB-BCCP-BC em larga escala (para métodos ver item 4.8.2) 
e então carregar a coluna de gel filtração com o eluato dessa co-purificação (Fig. 27B, gel iii, linha 
1). A fração coletada no volume correspondente ao pico, 40,46mL, foi submetido a eletroforese, como 
mostra a figura 27B, gel iii, linha 3, na qual se verifica que foi obtido um padrão de bandas de 
intensidades próximas entre HisGlnB e BCCP e com uma mais fraca intensidade na banda 
correspondente à BC, o que poderia indicar que nem todo complexo HisGlnB-BCCP formado está 
ligado a BC (Fig. 27B, gel iii, linha 3).  
 Devido a BC ser uma proteína homodimérica (~100kDa) e possuir mais que o dobro em massa 
comparado a GlnB e ser mais de 5 vezes maior em massa que o monômero de BCCP, se esperaria 
uma banda mais intensa para BC, pois levando em conta que para uma estequiometria molar de 1:1 
(Choi-Rhee & Cronan, 2003) ou 1:2 (Broussard et al., 2013) entre BC:BCCP (monômeros) seria 
esperada uma proporção em massa de ~3:1 ou ~3:2 de BC:BCCP, respectivamente, e essas 
proporções seriam diretamente visualizadas nas intensidades das bandas em SDS-PAGE, o que não 
ocorreu neste experimento (Fig.27B).  
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Embora não se conheça a estequiometria do complexo GlnB-BCCP-BC é pertinente considerar que 
a proporção estequiométrica entre BC e BCCP complexadas deveria seguir o padrão demonstrado na 
literatura (Choi-Rhee & Cronan, 2003; Broussard et al., 2013). Além disso, o pico observado a 
40,46mL é correspondente ao volume morto da coluna utilizada, portanto, não se pode concluir 
homogeneidade do complexo nesse volume de eluição. Contudo, ainda assim foi realizado, sem 










FIGURA 27. Formação do complexo BC-BCCP-GlnB de E. coli em gel filtração. A- Perfil cromatográfico 
da gel filtração de BC; i1- marcador de massa; i2- Fração central do pico de BC (11mL). B- Perfil 
cromatográfico da gel filtração do complexo HisGlnB-BCCP-BC co-purificado em beads de níquel. ii1- 
Extrato de His-GlnB (5μL). ii2- Extrato de BC (1μL). ii3-  Extrato de holo-BCCP/BirA (5μL). iii1- Amostra 
co-purificada em beads de níquel que foi submetida à gel filtração B; iii2- marcador de massa; iii3- Fração 
central do pico do complexo (40.5mL). A- Coluna 10/300 Superose 12 GL (GE Healthcare); B - Coluna 16/60 
Sephacryl S-300 HR (GE Healthcare). SDS-PAGE 15% Coomassie blue. Marcador de massa: 11, 17, 20, 25, 










III e Crystal Screen Cryo), baseado no fato de ter sido obtida estrutura de BC-BCCP a partir de cristal 
formado com amostra de proteínas provinda de volume morto de coluna de gel filtração (Broussard 
et al., 2013). Frações próximas ao volume de 40,46mL foram usadas para se tentar concentrar as 
amostras por centrifugação (Colunas Millipor - 30kDa, conforme indicação do fabricante), mas houve 
precipitação de proteínas no processo.  













 É sabido que a porção C-terminal de BCCP é proteolíticamente protegida contra subtilisina, 
deste modo, por meio de incubação de BCCP com esta enzima proteolítica, foi obtido o peptídeo da
porção C-terminal de BCCP biotinilada, de forma não agregada, possibilitando a resolução de sua 
estrutura cristalográfica (Athappilly & Hendrickson, 1995). Sabendo disto, perante a dificuldade de 
se obter homogeneidade em preparações usando BCCP inteira, foi realizado experimento de 
proteólise limitada de holo-BCCP com as enzimas proteolíticas subtilisina ou quimotripsina (Fig. 32). 
FIGURA 28. Proteólise limitada da BCCP de E. coli. A- Gel SDS-PAGE mostrando a proteólise limitada 
de BCCP por subtilisina. Linha A2 indica a proteína holo-BCCP não proteolisada; Linhas A3-A10 
representam proteílise conforme o tempo de incubação com subtilisina, como indicado. B- Gel SDS-PAGE 
mostrando a proteólise limitada de BCCP por quimotripsina. Linha B2 indica a proteína holo-BCCP não 
proteolisada; Linhas A3-A10 representam proteólise conforme o tempo de incubação com quimotripsina, 
como indicado. C- Gel filtração de BCCP após proteólise de 16h com subtilisina (azul) sobreposto com 
quimotripsina (rosa). Coluna 10/300 Superose 12 GL (GE Healthcare); SDS-PAGE 15% Coomassie blue. 
Marcador de massa (A1, A11 e B1): 11, 17, 20, 25, 35, 48, 63, 75, 100, 135, 180, 245 kDa. 
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 Após incubações de ~16h de BCCP com subtilisina ou quimotripsina houve um fragmento 
remanescente de massa menor que 11kDa (Fig, 32A, linha 10) e outro de ~14kDa (Fig. 32B, linha 
11), respectivamente. Esses fragmentos foram submetidos a gel filtração (Fig. 32C) e verificou-se 
que se apresentaram de forma homogênea em um único pico, a 14,3mL para BCCP digerida com 
subtilisina (BCCPSub) e 13, 8mL com quimotripsina (BCCPChy). Consecutivamente, tais fragmentos 






















 Na figura 33, se tem o resultado de ensaio de interação acoplado a ensaio de gel shift realizado 
entre as proteínas HisGlnK ou HisGlnB de E. coli contra BCCPSub (Fig. 33A) ou BCCPChy (Fig. 33B) 
acrescido de avidina como controle, pois, uma vez que há sobreposição de deslocamento 
eletroforético entre as proteínas PII e as formas digeridas de BCCP utilizadas no ensaio, a avidina foi 
adicionada (para métodos ver item 4.9.1) para possibilitar migração das BCCPs digeridas para a altura 
de banda correspondente a soma das massas moleculares da BCCP testada com a avidina. A avidina, 
por meio desse método de gel shift acoplado ao ensaio de pull down, pode se apresentar com banda 
correspondente a massa monomérica (55 kDa) somada a massa de BCCP não modificada (Fig. 33A,
FIGURA 33. Ensaio de pull down entre BCCP digerida por proteólise limitada e proteínas PII de E. coli. 
A- Linha 1: 5µg de BCCP não proteolisada foram aplicadas no gel acrescido de avidina (5µg - quantidade não 
saturante). Linha 2: ~5µg de BCCPSub foi aplicado no gel acrescido de avidina. Linha 3: Somente avidina 
(5µg) aplicada no gel. Linha 4: Pull down com HisGlnK (5µg) + BCCP (15µg) não proteolisada + avidina 
(5µg). Linha 5: Pull down com HisGlnK (5µg) + BCCP não proteolisada. Linha 6: Pull down com HisGlnK 
(5µg) + BCCPSub (20µg). Linha 7: Pull down com HisGlnK (5µg) + BCCPSub (20µg) + Avidina (5µg). Linha 
8: Pull down com HisGlnB (5µg) + BCCPSub (20µg). Linha 9: Pull down com HisGlnB + BCCPSub (20µg) + 
avidina (5µg). B- Linha 1: foi aplicado 2,5µg de BCCPChy Linha 2: mesma amostra aplicada na linha 1 
acrescido de avidina (5µg – quantidade não saturante). Linha 3: Pull down com HisGlnB (5µg) + BCCPChy 
(15µg) não proteolisada. Linha 4: Pull down com HisGlnK (5µg) + BCCP (20µg). Linha 5: Mesma condição 
da linha 4, acrescido de avidina (5µg). Linha 6: Pull down com HisGlnB (5µg) + BCCPChy (20µg). Linha 7: 
Mesma condição da linha 6 acrescida de avidina (5µg). A avidina não fervida é adicionada no momento da 
aplicação no gel à amostra proveniente do ensaio de pull down preparada para SDS-PAGE previamente fervida 
(5 minutos a 100ºC). 
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linha 1 e 4), da BCCPSub (Fig. 33A, linha 2) ou BCCPChy (Fig. 33B, linha 2). Assim, foi testado se 
BCCP mantinha capacidade de interação com PII após digestão com as enzimas proteolíticas usadas 
e concluiu-se que, por meio desse método, não houve interação entre as proteínas, pois não se 
observou alteração alguma na migração da avidina quando foi adicionada às amostras submetidas a 
ensaio de interação entre HisGlnK e BCCPSub (Fig. 33A, linha 7), HisGlnB e BCCPSub (Fig.33A, linha 
9), HisGlnK e BCCPChy (Fig. 33B, linha 5) e HisGlnB e BCCPChy (Fig. 33B, linha 7), onde a avidina 
apresentou padrão de migração similar quando adicionada sozinha no gel (Fig. 33A, linha 3). Se 
houvesse interação entre PII e alguma forma digerida de BCCP, era esperado que a avidina migrasse 
como na figura 33A, linha 2, para BCCPSub, ou como na figura 33B, linha 2, para BCCPChy. Contudo, 
BCCP é uma proteína esperada para ser dimérica e/ou sempre ligada a BC in vivo (Waldrop & Cronan, 
2002), deste modo, a interface de interação entre BCCP e PII talvez seja formada pela dimerização 
de BCCP e/ou requeira aminoácidos N-terminais de BCCP, o que poderia explicar porque PII não foi 
ábil a interagir com as formas digeridas de BCCP. 
 As proteínas PII, EcGlnK / AbGlnZ e EcGlnB / AbGlnB, mostraram ser capazes de interagir 
como BCCP in vitro de forma prevalentemente e negativamente controlada pelo efeito dose-
dependente de 2-OG, ocorrendo somente na presença de MgATP, também de forma dose-dependente. 
Além disso, BCCP precisa estar biotinilada para haver interação com PII, e esta precisa estar 
desuridililada (Rodrigues et al., 2014). Neste trabalho, foi mostrado que sob as mesmas condições de 
formação de complexo PII-BCCP, a proteína BC é capaz de formar complexo ternário PII e BCCP. 
Contudo, a concentração crítica de 2-OG observada que gera drástica desestabilização do complexo 
entre GlnK e BCCP é maior que 0,01 e menor ou igual a 0,05mM (Rodrigues et al. 2014), enquanto 
que a concentração de 2-OG necessária para causar drástica redução da interação entre GlnB, BCCP 
e BC é cerca de10x maior (0,1<[2-OG]≤0,5mM) (Figura 20). A concentração mensurada de 2-OG 
em E. coli ET8000 foi menor que 0,05mM sob condições de abundância de nitrogênio (NH4) (Reyes-
Ramirez et al., 2001), esses dados de interação corroboram a formação do complexo ternário como 
sendo fisiologicamente relevante em condições de abundância de nitrogênio. Além disso, a provável 
ligação da subunidade CT ao complexo GlnB-BCCP-BC possivelmente torne o complexo quaternário 
ainda mais estável frente a uma maior faixa de flutuação nas concentrações intracelulares de 2-OG. 
 A formação de complexo ternário PII-BCCP-BC ocorreu tanto com HisGlnB como com 
HisGlnK (Fig.19B e 23). No entanto, em ensaio inverso (Fig. 19A), utilizando HisBC como proteína-
isca, não foi possível detectar GlnK ou GlnZ em interação com BCCP-BC. A formação do complexo 
ternário é dependente do loop-T de GlnB, uma vez que a deleção deste loop não permitiu interação 
com BCCP-BC, mas não somente o loop-T é importante para essa interação, pois GlnZ não passa a 
interagir com BCCP-BC possuindo mutações nos resíduos Q42H, S52D e S54D, mutações as quais 
propiciam que GlnZ possua loop-T muito semelhante ao de GlnB, em ensaio usando HisBC como 
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proteína-isca em ensaio de interação (Figura 22). Contudo, em ensaio de interação usando HisGlnK 
como proteína-isca foi detectada interação com BCCP-BC, assim como com HisGlnB. Esses dados 
levam a hipotetizar que ambas as proteínas PII, GlnB e GlnK, interagem com BCCP-BC, no entanto, 
o fazem de formas diferentes, ou seja, há aminoácidos de GlnB e GlnK diferencialmente envolvidos 
na interação. Visto que em ensaio de atividade a GlnK não exerceu efeito inibitório em ACC, e sim 
GlnB (Figura 24), podemos concluir que GlnB é a proteína fisiologicamente inibitória de ACC. Além 
disso, a interação de GlnK com BCCP-BC talvez não ocorra in vivo em E. coli devido ao fato de que 
as concentrações de 2-OG são baixas quando sob condições abundantes de nitrogênio (Schumacher 
et al., 2013; Reyes-Ramirez et al., 2001), condição na qual a GlnK não é expressa. Contudo, não se 
refuta um papel fisiológico de GlnK na regulação de ACC in vivo, pois mais estudos se fazem 
necessários para o melhor entendimento desse processo.  
 Baseado nos resultados de gel filtração (Figura 29, 30 e 31), GlnB aparentemente interage 
com BCCP sob todas as formas de agregação desta proteína, pois foi observada migração de GlnB 
para todos os volumes de eluição onde havia BCCP. Contudo, considerando que a concentração de 
BCCP possa ser um fator crítico para a determinação do estado de agregação de BCCP e que essa 
característica poderia ao menos ser parcialmente revertida diminuindo a concentração dessa proteína 
em solução, como pode indicar o resultado da figura 29, pode-se também considerar que PII interaja 
mais fracamente com BCCP em sua forma agregada. Isso se explicaria devido as características dos 
métodos utilizados. Nos ensaios de pull down padrão em menor escala utilizando proteína PII com 
cauda His (Figuras 19, 20 e 23), as proteínas testadas foram incubadas a uma concentração de 
0,01μg/μL de PII, 0,02 μg/μL de BCCP e 0,03 μg/μL de BC. Sob tais concentrações em que as 
proteínas são incubadas possivelmente haja favorecimento da interação, pois a BCCP sofreria 
reversão parcial de seu estado agregado, tornando-se, por isso, apta para interagir de forma mais 
estável com seus parceiros de interação, por estar mais diluída. Nesta mesma linha hipotética, por sua 
vez, no ensaio de gel filtração as proteínas tendem a ficar mais concentradas, pois este método agrupa 
moléculas de acordo com o peso molecular e isso levaria ao desfavorecimento de ligação de BCCP 
com seus parceiros de interação, uma vez que BCCP tenderia a formar agregados entre si conforme 
aumento de sua concentração. No ensaio de purificação do complexo GlnB-BCCP-BC (Figura 31) 
na etapa de co-precipitação das proteínas, antes de proceder a gel filtração, foram incubadas cerca de 
~0,2 mg/mL de HisGlnB, com cerca de ~0,3 mg/mL de BCCP e ~0,4 mg/mL de BC, baseado nos 
volumes de extrato de proteínas utilizados e na densidade das bandas no gel (gel ii, fig. 31) em relação 
a concentração de proteínas totais. Essa é uma condição experimental que submete BCCP a uma 
concentração 15x maior do que no ensaio em pequena escala, assim, comparando o resultado do 
ensaio de pull down do complexo HisGlnB-BCCP-BC em pequena escala (Fig. 19B, linha 2) e larga 
escala (Fig. 31, gel iii, linha 1) nota-se, neste último, a menor proporção de BCCP co-precipitada com 
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HisGlnB, possivelmente devido a maior concentração de BCCP usada no ensaio. Na figura 30, gel 3, 
fica claro que a proporção de GlnB:BCCP diminui consideravelmente conforme se tem aumento da 
agregação de BCCP e, possivelmente, a estequiometria mais próxima da correta entre GlnB e BCCP 
encontre-se na linha 14 do gel 3 na figura 30. 
 Assim sendo, para obtenção de complexo estável entre GlnB e BCCP-BC a abordagem 
mutagênica seria uma alternativa para se poder obter uma BCCP mutada sem mudar drasticamente 
suas propriedades bioquímicas, de tal forma que BCCP não forme agregados e ainda interaja com PII 
de forma estável, e assim, possibilitando ensaios de cristalização. Dentro dessa estratégia, foram 
construídos alguns primers para a construção de formas de BCCP com pequenas deleções em sua 
porção N-terminal. As construções visaram a obtenção de BCCP em seus 87, 96, 105, 113, 127, 139, 
e 147 C-terminais. No entanto, aparentemente, a maioria das construções apresentaram efeitos tóxicos 
para a célula, sendo apenas as formas com 87, 105 e 113 aminoácidos C-terminais clonadas com 
sucesso. Porém, não foi possível biotinilar essas construções por meio do método usado neste trabalho 
(item 4.9).  
 Em análise bioinformática de predição de parâmetros baseados em sequencia através do 
algoritmo XtalPred-RF (Jahandideh et al., 2014) (tabela 2), BCCP foi qualificada dentro da classe 
das proteínas com a mais baixa probabilidade de cristalização (entenda-se “probabilidade de 
cristalização” referente tanto a formação de cristal quanto a qualidade de difração de possível cristal, 
passível de resolução de estrutura - Jahandideh et al., 2014). A BCCP de E. coli foi situada na classe 
11, em uma escala de decrescente de probabilidade de cristalização que vai de 1 a 11. Como mostrado 
na tabela 2, os parâmetros calculados baseados na sequencia de BCCP encontram-se quase todos fora 
da faixa dos valores ótimos, baseados no PSI (Protein Structure Iniciative), banco de dados que 
deposita proteínas cristalizadas com sucesso e também proteínas que não cristalizaram, que falharam 
em processo de cristalização (Jahandideh et al., 2014). Dentre estes parâmetros, destaca-se o 
comprimento de região predita como sendo desordenada em BCCP, com 53 aminoácidos de 
comprimento, correspondendo a mais de 1/3 do comprimento total da proteína (Fig. complementar 
3). Além disso, também merece destaque o índice de hidrofobicidade de superfície de BCCP 
(determinado pelo número de aminoácidos hidrofóbicos preditos expostos na superfície), sendo 
comparável a índices de proteínas de membrana (PDB). Estas características provavelmente são 
determinantes para a formação de agregados solúveis de BCCP in vitro.  
Os dados da tabela 2 sugerem que a obtenção da estrutura cristalográfica da BCCP em seu 
comprimento total é improvável, que BCCP não é uma proteína cristalizável. Assim, a obtenção da 
estrutura de BCCP complexada a GlnB e BC é uma tarefa bastante desafiadora, visto a dificuldade 




Tabela 2: Parâmetros analisados para cálculo de probabilidade de cristalização de BCCP. 
Parâmetro BCCP Score ótimo 
Comprimento total (AA) 156 <300 
Ponto isoelétrico 4,66 5-6 
Índice de Gravy* 0,01 -0,2 a -0,4 
Comprimento de região desordenada 53 <10 
Índice de instabilidade 67,75 <40 
Porcentagem de estrutura em espiral 61 <40 
Estrutura Coiled-coil 0 <20 
Índice de inserção 0,1 <0,2 
Entropia de superfície -1,06 <-1,1 
Hidrofobicidade de superfície -0,79 >-1,3 
Complexidade de superfície 1,17 <1 
 
Valores de score ótimo determinados por Jahandideh et al., (2014) (XtalPred-RF).* indica o índice de hidropatia por número de aminoácidos.  indica 
o índice do número de gaps inseridos em alinhamento múltiplo 
 
 
5.3.2- Cristalização da enzima GlnD de E. coli 
 
 As proteínas PII são proteínas envolvidas em uma gama funcional ampla e ainda não 
totalmente conhecida de processos regulatórios (Gerhardt, 2015). A atuação de PII se dá por meio da 
interação com proteínas alvo, transduzindo os sinais dos níveis de 2-OG, ATP/ADP e glutamina. Os 
metabólitos 2-OG, ATP e ADP são reguladores alostéricos das proteínas PII, estes, de acordo com a 
concentração em que se encontram na célula, se ligam diretamente em seus respectivos sítios ativos 
desencadeando mudanças conformacionais em PII, as quais determinam a afinidade dessas proteínas 
com determinadas proteínas alvo. Outro processo de modificação conformacional das proteínas PII 
ocorre por meio da ligação de grupamento UMP de forma covalente no resíduo de tirosina 51 no 
loop-T de cada homotrímero de PII em E. coli. Essa modificação, de adição de UMP (uridililação), 
ocorre pela atividade UTase da enzima GlnD, que é capaz também de remover esse grupamento UMP 
(atividade UR). A uridililação/desuridililação de PII ocorre de acordo com a concentração intracelular 
de glutamina, que, quando sob alta concentração, se liga em GlnD e favorece a atividade UR desta 
enzima. Por sua vez, quando sob baixa concentração de glutamina, GlnD tem sua atividade UTase 
favorecida. (Engleman & Francis, 1978; Jiang, Peliska & Ninfa, 1998; Xu et al., 1998; Truan et al., 
2010; Rajandran et al., 2011; Jiang & Ninfa, 1998; Jiang & Ninfa, 2007; Fokina et al., 2010; Palanca 
et al., 2017). 
 O estado de uridililação de PII regula a interação dessas proteínas com seus alvos. Deste modo, 
afim de se conhecer melhor o funcionamento da enzima GlnD no seu papel de percepção dos níveis 
de glutamina na célula e regulação das proteínas PII, foram realizados experimentos visando-se 
cristalizar GlnD para possibilitar resolução da estrutura desta enzima por cristalografia de raio-X. 
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 Para se iniciar experimentos de cristalização se faz necessária a purificação de proteína com 
alto grau de pureza e concentração, assim como, o correto e estável arranjo conformacional da 
proteína purificada (Holcomb et al., 2017). A expressão de GlnD de E. coli sem cauda de afinidade 
foi realizada a partir do plasmídeo pDOP1, sob controle de promotor PL, em células BL21star 
cultivadas a 37ºC, 200rpm em LB com indução pelo aumento da temperatura de cultivo para 42ºC 













proteínas totais bastante alta (Fig. 34A, linha 1). Após preparo de extrato de proteínas totais de células 
provenientes de 800mL de cultivo celular, esse extrato foi submetido à coluna HiTrap Heparin HP 
5mL em sistema AKTA em tampão A (Tris-HCl 50mM pH 7.5, KCl 100mM, DTT 1mM, glicerol 
10%). A eluição foi realizada em gradiente linear de KCl (100mM-1M) com tampão B (Tris-HCl 
50mM pH 7.5, KCl 1M, DTT 1mM, glicerol 10%) (Fig. 34, gel B). Como resultado, se observa uma 
retenção quase total de GlnD na coluna utilizada, comparando-se o extrato (Fig34, gel A, linha 1) 
com o não-ligado (Fig34, gel A, linha 2). As frações mais puras foram misturadas (Fig. 34, gel B, 
linhas 15-24) para realização de purificação em gel filtração. Uma característica observada foi a 
ocorrência de precipitação de proteínas durante a preparação das amostras para SDS-PAGE, após a 
adição de tampão de amostra (concentrações finais: Tris-HCl 62.5mM pH6.8, SDS 2.5%, β-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofemol 0,002%, glicerol 10%), assim, a aplicação das amostras no 
gel se tornou uma tarefa dificultosa e essa característica resultou em determinados artefatos 
verificados no gel, dificultando algumas vezes a interpretação dos resultados. Por isso, a presença de 
bandas duplas e bandas de alta massa foram cautelosamente consideradas artefatos, levando em 
consideração demais analises consecutivas. 
FIGURA 34. Primeira etapa de purificação da GlnD de E. coli. Coluna de heparina 5 mL em UPC10. A- E:
Extrato de GlnD; FT- não ligado; B- Frações (2-26) eluídas com concentração crescente de KCl. Frações de 15-
24 foram misturadas para aplicação em coluna de gel filtração. A3, B1 e B16: marcador de massa 11, 17, 20, 
25, 35, 48, 63, 75, 100, 135, 180, 245 kDa. SDS-PAGE 10%, Coomassie blue. 
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  Em ensaio de gel filtração, as proteínas purificadas em coluna de heparina (Fig. 34) foram 
submetidas à coluna Coluna 16/60 Sephacryl S-300 HR equilibrada com tampão contendo Tris-HCl 
20mM, KCl 200mM, DTT 1mM, resultando em perfil cromatográfico com formação de dois picos 
(Fig. 35A), os quais correspondem a GlnD em estado de agregado solúvel, no volume morto da coluna 
(pico 1) e à GlnD dimérica (200 kDa) (pico 2). Consecutivamente, as frações do pico 2 (Fig. 35A) 
foram misturadas e re-aplicadas na coluna, gerando como resultado o perfil cromatográfico da figura 
35B, em que se observa um pico único e relativamente simétrico, em volume correspondente a cerca 
de 200 kDa. No entanto, ainda assim se pode verificar formação de agregação de proteína, visto que 
uma pequena banda referente à GlnD se apresentou no volume morto da coluna (Fig. 35B, gel ii, linha 
2), significando que, sob tais condições de purificação, GlnD apresenta tendência a formar uma 
população de proteínas em estado agregado, sugerindo, portanto, instabilidade de GlnD nessas 
condições, o que possivelmente desfavoreceria a formação de cristais. 
 Visando-se obter uma preparação de GlnD propriamente purificada, em que esta proteína se 
apresenta de forma mais estável, foi adicionado 1mM de glutamina pois sabe-se que a glutamina é 
um ligante regulador da atividade desta enzima (Engleman & Francis, 1978; Jiang, Peliska & Ninfa, 
1998) e sua presença poderia conferir maior estabilidade conformacional à GlnD. A glutamina foi 
adicionada desde o início do processo de purificação, a partir do tampão de lise. O extrato de proteínas 
foi preparado utilizando-se de 3L de cultivo celular para aumento da concentração das frações a serem 
obtidas na gel filtração. Além disso, a primeira etapa de purificação foi modificada com o objetivo 
de otimizar o tempo de preparo da amostra e, assim, possibilitar a realização de experimentos de 
cristalização no mesmo dia da purificação de GlnD, para se trabalhar com a preparação mais fresca 
possível. Deste modo, a purificação em coluna de heparina passou a ser realizada manualmente, com 
auxilio de uma seringa, ao invés da automação AKTA, em duas colunas de heparina de 5mL 
acopladas. Assim, a eluição foi realizada em duas etapas, uma etapa de lavagem (com 20% de tampão 
B) após carregamento da coluna de heparina com extrato de proteínas, e outra de eluição (com 50% 
de tampão B). Todo o volume eluido com 50% de tampão B foi adicionado à coluna de gel filtração 
S300 16/60 Sephacryl S-300 HR equilibrada com mesmo tampão do ensaio anterior (foi mantido em 
todo o processo 1mM de glutamina). Desta forma, foi observado como resultado uma drástica redução 
do conteúdo de proteína agregada, resultando um aumento do pico correspondente à GlnD dimérica 
(58,94mL) na gel filtração, como mostra a figura 35C. Por meio deste protocolo de purificação, foi 
possível obter GlnD sob alta pureza (>95%) pelo padrão de bandas, com razão 260/280nm de UV = 
0,6 e concentração de 8,44 mg/mL obtida diretamente da fração central do pico (59mL) (Fig. 35C, 
gel iii, linha 2), a qual foi utilizada para ensaios de cristalização e que apresentou atividade de 
uridililação (Fig. 36) condizente com o esperado (Zhang et al., 2010). 
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 No mesmo dia do preparo da amostra, a fração coletada no volume de eluição de 59mL foi 
submetida a triagem de cristais, na concentração obtida em gel filtração (8,44 mg/mL), utilizando kits 
disponíveis no laboratório (PEG/Ion, INDEX; JGCS I e II, Wizard I, II e III e Crystal Screen Cryo). 
No dia seguinte à purificação de GlnD na presença de glutamina, mantendo as frações obtidas no 
gelo, foram realizados experimentos de cristalização com auxilio de robô nanopiteptador variando 
concentração de proteína e adicionando glutamina e/ou MnCl2 às composições das soluções de 
precipitação fornecidos pelos kits PEG/Ion e INDEX para concentração final de 4mM e 0,2mM, 
respectivamente. As proteínas foram concentradas por centrifugação (coluna Millipore 30kDa) até 
20mg/mL e foram então submetidas as soluções de precipitação providas pelos dois kits citados a 20, 
10 e 4 mg/mL. 
Assim, foram encontradas duas condições de cristalização de GlnD. A primeira se deu após 2 
semanas a 20ºC, em que se observou um pequeno cristal único hexagonal em BisTrispH6.5 0.1M, 
PEG monometil eter 5000 (INDEX 46) com GlnD a 10mg/mL na presença de glutamina e MnCl2 na 
solução de precipitação, a 4 e 0,2 mM, respectivamente. No entanto, além de esse cristal ter 
apresentado capacidade de difração extremamente reduzida (dados não mostrados), não foi possível 
reproduzi-lo. Por sua vez, na 4ª semana após submetimento de GlnD purificada a incubação a 20ºC 
com as soluções comerciais de precipitação, foi encontrado um cristal único (cristal 2) na condição 
PEG/Ion 47 (citrato de potássio tribásico monohidratado 200mM, PEG 3350 20%) (Fig. 37A). Apesar 
do tamanho reduzido, sua capacidade de difração foi de 3.5Å em sincrotron (Fig.37).  
 Esse cristal (cristal 2) foi passível de reprodução apenas por meio de preparação fresca de 
proteína, em 5mM de glutamina ao invés de 1mM, (preparação a qual se mostrou reprodutível), sem 
processo de congelamento, por meio de método manual de pipetagem (1μL:1μL). Análise em SDS-
PAGE confirmaram cristais de GlnD com banda conforme esperada (dado não mostrado). Porém, 
todos os cristais obtidos apresentaram tendência a formação de policristais (Fig. 37A), gerando spots 
sobrepostos de difração (Fig. 37B). Para melhoramento desses cristais quanto sua qualidade de 
difração, foram realizados experimentos explorando as redondezas das concentrações de PEG 3533 
(10, 15, 20, 25%) e de proteína (2, 8, 10, 15 mg/mL). Assim, foram obtidos cristais maiores a 25% 
de PEG3533 e mais numerosos a 20%, tanto a 8 quanto a 10mg/mL de GlnD, únicas condições em 





































FIGURA 35. Perfil cromatográfico da enzima GlnD. A- Perfil de GlnD em gel filtração na ausência de 
glutamina; i2- fração central do pico 1 em SDS-PAGE. B- Perfil de gel filtração (sem glutamina) das frações de 
GlnD coletadas do pico 2 da gel filtração A; ii2- Fração coletada a 40mL. ii3- Fração central do pico. C- Perfil 
cromatográfico da enzima GlnD em gel filtração na presença de 5mM de glutamina; iii2- fração central do pico 
a 59mL. i1, ii1, iii1- Marcador de massa: 11, 17, 20, 25, 35, 48, 63, 75, 100, 135, 180, 245 kDa. Foram aplicados 













































FIGURA 36. Gel de eletroforese Native-PAGE com amostras de GlnB uridililada por GlnD. 1- reação 
sem UTP; 2- reação após 5min. da adição de UTP; 3- reação após 10min. da adição de UTP; 4- reação após 
30min. da adição de UTP. Tampão Tris-HCl pH7.5 100mM, KCl 100mM, MgCl2 2.5mM, DTT 1mM, BSA 
0.3 mg/mL, ATP 1mM, 2-OG 10mM, UTP 50mM, GlnB 60μM e GlnD 0.1μM.  
 
    zero              5min           10min          30min 
A 
B
FIGURA 37. A- Cristal de GlnD (escala: lados do quadrado = 160μm). B- Padrão de difração do cristal A no 
síncrotron APS – Chicago-EUA.  
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 Uma análise in silico (XtelPred-RF) baseada na sequencia de GlnD foi realizada para 
avaliação da capacidade de cristalização desta enzima (tabela 3). Assim, a GlnD foi qualificada como 
classe 5 em probabilidade de cristalização, em uma escala decrescente de 1 a 11 (XtalPred-RF) 
(Tabela 3).  
 
Tabela 4: Parâmetros analisados para cálculo de probabilidade de cristalização de GlnD. 
 
Parâmetro GlnD Score ótimo 
Comprimento total (AA) 890 <300 
Ponto isoelétrico 6,25 5-6 
Índice de Gravy* -0,29 -0,2 a -0,4 
Comprimento de região desordenada 26 <10 
Índice de instabilidade 49,16 <40 
Porcentagem de estrutura em espiral 36 <40 
Estrutura Coiled-coil 0 <20 
Índice de inserção 0,07 <0,2 
Entropia de superfície -1,2 <-1,1 
Hidrofobicidade de superfície -1,28 >-1,3 
Complexidade de superfície 1,52 <1 
 
Valores de score ótimo determinados por Jahandideh et al., (2014) (XtalPred-RF).* indica o índice de hidropatia por número de aminoácidos.  indica 
o índice do número de gaps inseridos em alinhamento múltiplo 
 
Proteínas homólogas com estruturas conhecidas (algoritmo de busca: HMMER) com maior 
percentual de identidade são a polimerase-polyA de Aquifez aeolicus (PDB ID 3wfo), com 19% de 
identidade e 31% de cobertura, e uma proteína HD hidrolase, da família de proteínas HD (PDB ID 
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2pq7), com 26% de identidade, porém, com 8% de cobertura, deste modo, a execução de método de 
substituição molecular para resolução da estrutura seria inviável, por isso, se faz necessária a 
produção dos cristais de GlnD com inserção de L-selenometionina (Se-Met) ou a utilização de metais 
pesados para a determinação das fases. Esforços ainda devem ser investidos em ensaios de otimização 
desses cristais, além disso, uma abordagem mutagênica de GlnD poderia contribuir para o melhor 
entendimento da estrutura de GlnD e de seus domínios e como se relacionam em resposta a presença 
de seus ligantes, glutamina, MgCl2 e MnCl2, possivelmente induzindo a proteína a adotar uma 
conformação menos flexível, assim, favorecendo a cristalização. 
A determinação da estrutura de GlnD de E. coli seria de importante contribuição para o melhor 
entendimento da regulação do metabolismo em organismos em que as proteínas PII são atuantes em 
resposta a modificação covalente catalisada por GlnD em resposta a percepção dos níveis de 
glutamina intracelular. Os resultados obtidos neste trabalho poderão contribuir para a obtenção da 





6  CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 
 O nitrogênio é um importante constituinte de ácidos nucleicos, aminoácidos, proteínas, 
enzimas, vitaminas e outros compostos essenciais para todas as células. Por isso, todo o processo da 
vida é dependente de moléculas contendo nitrogênio e do metabolismo de nitrogênio (Dixon & Kahn, 
2004). Contudo, a absorção de nitrogênio e sua transferência para esqueletos de carbono são 
processos que devem ocorrer de forma coordenada, por meio da comunicação entre os metabolismos 
de nitrogênio, carbono e energia. Uma molécula que parece ter papel central na coordenação 
metabólica de carbono e nitrogênio é o 2-oxoglutarato (2-OG), o qual é intermediário de uma das vias 
mais fundamentais do metabolismo de carbono, o ciclo de Krebs, e é o principal esqueleto carbônico 
para reações de assimilação de nitrogênio. O número de vias metabólicas reguladas por 2-OG 
descritos é amplo e ainda crescente (Huergo & Dixon, 2015). O 2-OG tem sido considerado o 
metabólito regulador global do metabolismo, e é relacionado a diminuição da produção de cAMP e 
consequente diminuição da ativação de vias catabólicas, logo, favorecendo vias anabólicas (You et 
al., 2013). As proteínas PII ligam 2-OG de forma alostérica e conforme as flutuações de 2-OG, que 
ocorrem de forma dependente da disponibilidade de nitrogênio e carbono (Reyes-Ramirez et al., 
2001; Schumacher et al., 2013; Yan et al., 2011; Zhang et al., 2013), estas proteínas regulam uma 
vasta gama de alvos por interação proteína-proteína, caracterizando as proteínas PII como 
integradoras do metabolismo de carbono e nitrogênio.  
 As proteínas PII são mais amplamente descritas como atuantes na regulação do metabolismo 
de nitrogênio (Huergo, Chandra & Merrick, 2012), contudo, neste trabalho, foram apresentados dados 
que mostram que as funções de PII são mais abrangentes e extendem-se também ao metabolismo de 
carbono, regulando a acetil-CoA carboxilase (ACC), enzima essencial e amplamente distribuída na 
natureza (Waldrop & Cronan, 2002). A regulação de ACC por proteínas PII parece ser evento bastante 
conservado, pois é descrito em planta (Ferria Bourrelier, 2010; Baud et al., 2010) em bactérias (este 
trabalho; Rodrigues et al., 2014), em alga (Zalutskaya et al., 2015) e cianobactéria (Hauf et al., 2016).  
 A regulação da enzima ACC, que catalisa a primeira e irreversível etapa da síntese de ácidos 
graxos, por proteínas PII pode implicar em importante contribuição biotecnológica, pois é conhecido 
que o aumento dos níveis do produto da reação catalisada pela ACC, o malonil-CoA, aumenta o 
rendimento da produção de ácidos graxos em bactérias geneticamente modificadas. Os ácidos graxos 
de origem bacteriana podem ser utilizados para produção de cosméticos, de medicamentos e de 
biocombustíveis (Lennen & Pfleger, 2012). Ácidos graxos podem ser transformados química ou 
enzimaticamente em biodiesel e gasolina (Howards et al., 2013; Choi & Lee et al., 2013), contendo 
hidrocarbonetos estruturalmente semelhantes aos combustíveis utilizados na maioria dos motores 
disponíveis no mercado, os quais são dependentes de petróleo como matéria prima. Portanto, a 
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otimização da produção de ácidos graxos de origem microbiana pode vir a ser fonte renovável de 
biocombustíveis. 
 Além das contribuições biotecnológicas associadas a produção de ácidos graxos, o melhor 
entendimento da regulação da enzima ACC também pode ser aplicável no campo da agricultura e da 
medicina. A enzima ACC pode ser alvo para o desenvolvimento de novos e mais eficientes herbicidas. 
E também, devido a necessidade de se encontrar novos antibióticos ser crescente, principalmente 
contra bactérias Gram-negativas, a ACC tem se tornado alvo promissor, uma vez que é uma enzima 
amplamente distribuída e essencial para a viabilidade celular (Tong, 2013).  
 Embora seja uma enzima bastante importante, não se sabe muito sobre a regulação da ACC 
multi-subunidade bacteriana ou de plantas, tampouco se conhece a estrutura da ACC multi-
subunidade envolvendo a BCCP inteira ou a estrutura do complexo completo por todas as 
subunidades de ACC. A resolução da estrutura da ACC multi-subunidade bacteriana é uma difícil 
tarefa devido as características particulares de suas subunidades, especialmente a BCCP, as quais não 
favorecem abordagens estruturais por difração de raio-X. Além disso, a falta de conhecimento que se 
tem sobre a regulação da ACC possivelmente tem sido determinante para o insucesso em estudos 
estruturais. Acredita-se que o melhor entendimento da regulação da expressão dos genes acc 
poderiam possibilitar a determinação de estratégia que possibilite a expressão das subunidades de 
forma apropriada e passível de utilização para estudos estruturais. Neste trabalho, a apresentação da 
descoberta e caracterização da interação PII-BCCP em bactéria contribui de forma a adicionar mais 
um elemento a ser explorado no estudo da ACC e suas aplicações.  
 Este trabalho contribui também apresentando e caracterizando uma importante função de PII 
até então não conhecida em bactéria. Nesse contexto, se faz bastante importante também a obtenção 
de conhecimento sobre como as proteínas PII são reguladas. A enzima bifuncional GlnD tem papel 
de perceber os níveis de glutamina intracelular e uridililar/desuridililar PII de acordo com esses níveis. 
Neste trabalho, contribuiu-se com importantes avanços para futuros estudos estruturais da enzima 
GlnD, visto que foi encontrada condição reprodutível de purificação e de cristalização desta enzima.  
  Os dados apresentados neste trabalho possibilitam sugerir que quando sob condições 
suficientes de nitrogênio, em que os níveis de 2-OG são baixos e de glutamina são altos, a GlnB não 
é uridililada e interage com a enzima ACC, reduzindo a atividade desta enzima, realizando um ajuste 
fino no controle da taxa de produção de malonil-CoA, e assim, controlando a síntese de ácidos graxos 
sob suficiência de carbono. Por outro lado, sob privação de nitrogênio ocorre acúmulo de 2-OG, 
enquanto os níveis de glutamina são reduzidos (Yuan et al., 2009; Radchenko et al., 2010; 
Schumacher et al., 2013) e sob tais condições as proteínas PII são uridililadas por GlnD (Jiang, 
Peliska & Ninfa, 1998), impedindo a interação de PII com ACC, embora, neste caso, o sinal de 
aumento de 2-OG seja predominante sinal de não favorescimento da interação PII-ACC. 
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 Contudo, os níveis de 2-OG são determinados de acordo com a disponibilidade de nitrogênio 
e carbono, assim, em caso de queda na quantidade de carbono disponível, ocorre diminuição dos 
níveis de 2-OG (Yan et al., 2011), favorecendo a interação GlnB-ACC, assim, inibindo mais 
fortemente a atividade da ACC. Por outro lado, quando sob choque de carbono (fornecimento de 
glucose em células sob privação), ocorre um rápido aumento de 2-OG na célula (Zhang et al., 2013), 
desfavorecendo a interação PII-ACC e propiciando máxima absorção de carbono. Esse sistema de 
regulação está de acordo com a inibição por 2-OG da produção de cAMP (You, et al., 2013), 
diminuindo, assim, a expressão de enzimas catabólicas de carbono. Pois desta forma, por meio da 
ligação nas proteínas PII, o 2-OG estaria favorecendo finamente a atividade de uma enzima anabólica, 
a ACC, coordenando o anabolismo e o catabolismo de carbono com o estado energético e o 
metabolismo de nitrogênio. No entanto, entende-se que a dinâmica metabólica em processos de 
percepção e resposta a disponibilidade nutricional é bastante complexa e ocorre de forma integrada, 




7  CONCLUSÕES 
  
 A proteína BCCP é uma proteína alvo das proteínas PII em E. coli, GlnK e GlnB, formando 
complexo com PII, BCCP e BC in vitro.  
 
Para a formação de complexo ternário PII-BCCP-BC é necessária a presença de MgATP, 
no entanto, o principal regulador desse complexo é o 2-OG, que desfavorece a interação entre PII e 
BCCP-BC sob mais altas concentrações.  
 
A região do loop-T de PII é determinantemente importante para a interação com BCCP-BC. 
 
A proteína GlnB é reguladora da atividade da enzima ACC. Inibição da ACC foi observada 
pela análise direta dos níveis de malonil-CoA formado in vitro e in vivo.  
 
Estirpes de E. coli mutantes PII apresentam aumento da síntese de ácidos graxos em E. coli, 
sugerindo que ocorre inibição da ACC por PII in vivo, reduzindo a síntese de ácidos graxos sob 
condições suficientes de nitrogênio e carbono.  
 
Estirpes de E. coli geneticamente modificadas para fins de super-produção de ácidos graxos 
podem apresentar aumento de produtividade desses compostos pela mutação dos genes codificantes 
das proteínas PII.  
 
 A estirpe de E. coli selvagem ET8000 é 5% maior em tamanho que a estirpe mutante glnB 
e 49% maior que a estirpe duplo-mutante glnB/glnK. Além disso, a super-expressão de TesA gera 
aumento de 7%, 12% e 22% nas estirpes ET8000, PT8000 e FT8000, respectivamente. 
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Figura complementar 1- Análise da sequência de aminoácidos de GlnD de E. coli. Nível de 
conservação de aminoácidos determinado por alinhamento múltiplo de sequencia (MAFFT) e 
predição funcional de aminoácidos por algoritmo ConSurf. Escala crescente de conservação de 
aminoácido: 1  2  3  4  5  6  7  8  9 . e – Resíduo exposto. b – Resíduo oculto. f – Resíduo 
funcionalmente importante (altamente conservado e exposto). s – Resíduo estruturalmente importante 



















Legenda  Algorítimo 
LOOP Estrutura secundária em loop PSIPRED 
HÉLICE  Estrutura secundária em hélice PSIPRED 
CADEIA BETA Estrutura secundária em cadeia-β PSIPRED 
DESORDENADO Região desordenada DISOPRED2 
BAIXA COMPLEXIDADE Região de baixa complexidade SEG 
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Figura complementar 3- Sequencia de BCCP de E. coli e predição de estrutura secundária. 

















Figura complementar 4 – Efeito da taxa ATP/ADP na interação HisGlnB-BCCP-BC em E. coli. 
Ensaio de pull down em concentrações de 0-5mM de 2-OG e sob concentrações de ATP/ADP 
conforme indicado. HisGlnB (5μg) imobilizada em resina magnética de níquel (5μL) (Promega) pré-
lavada com 100 μL de tampão de interação (Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, 
imidazol 20 mM, LDAO 0,1% (m/v), glicerol 10%) incubada com BCCP (10μg) e BC (15μg) nativas. 
Após 3 lavagens com 300 μL de tampão de interação a eluição foi realizada com tampão de interação 
acrescido de 500 mM de Imidazol e todo o volume eluido (15μL) foi submetido à SDS-PAGE e 









Tabela complementar 1 – Composições das soluções kit PEG/Ion (Hampton Reaserch) 
 
n [ ] u Sal   Precipitante pH N ref. Cond  
1 0,2 M Fluoreto de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,3 1,36145 8,8 mS/cm 
2 0,2 M Fluoreto de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,36154 10,8 mS/cm 
3 0,2 M Fluoreto de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,2 1,36162 10,5 mS/cm 
4 0,2 M Cloreto de lítio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,36228 10,0 mS/cm 
5 0,2 M Cloreto de magnésio hexahidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,9 1,36516 17,3 mS/cm 
6 0,2 M Cloreto de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,36241 13,1 mS/cm 
7 0,2 M Cloreto de cálcio dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,1 1,36597 18,8 mS/cm 
8 0,2 M Cloreto de potéssio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,36242 13,2 mS/cm 
9 0,2 M Cloreto de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,2 1,36253 13,6 mS/cm 
10 0,2 M Iodeto de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,36470 11,0 mS/cm 
11 0,2 M Iodeto de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,0 1,36548 12,6 mS/cm 
12 0,2 M Iodeto de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,9 1,36482 13,3 mS/cm 
13 0,2 M Triocianeto de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,36376 9,9 mS/cm 
14 0,2 M Triocianeto de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,36373 11,5 mS/cm 
15 0,2 M Nitrato de lítio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,0 1,36198 9,7 mS/cm 
16 0,2 M Nitrato de magnésio hexahidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,8 1,36473 16,9 mS/cm 
17 0,2 M Nitrato de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,36216 10,8 mS/cm 
18 0,2 M Nitrato de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,7 1,36207 12,1 mS/cm 
19 0,2 M Nitrato de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,3 1,36275 13,1 mS/cm 
20 0,2 M Formiato de magnésio dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,0 1,36443 10,7 mS/cm 
21 0,2 M Formiato de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,36208 9,1 mS/cm 
22 0,2 M Formiato de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,36214 11,0 mS/cm 
23 0,2 M Formiato de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,6 1,36201 11,3 mS/cm 
24 0,2 M Acetato de lítio dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,9 1,36264 6,0 mS/cm 
25 0,2 M Acetato de magnésio tetrahidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,5 1,36564 7,9 mS/cm 
26 0,2 M Acetato de zinco dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,3 1,36592 6,3 mS/cm 
27 0,2 M Acetato de sódio trihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 8,0 1,36290 8,0 mS/cm 
28 0,2 M Acetato de cálcio monohidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,5 1,36564 7,5 mS/cm 
29 0,2 M Acetato de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,8 1,36252 8,0 mS/cm 
30 0,2 M Acetato de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,1 1,36277 7,1 mS/cm 
31 0,2 M Sulfato de lítio monohidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,7 1,36449 5,9 mS/cm 
32 0,2 M Sulfato de magnésio heptahidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,9 1,36506 5,9 mS/cm 
33 0,2 M Sulfato de sódio decahidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,7 1,36435 6,6 mS/cm 
34 0,2 M Sulfato de potássio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,7 1,36427 6,8 mS/cm 
35 0,2 M Sulfato de amônio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,1 1,36446 6,0 mS/cm 
36 0,2 M Tartarato de sódio dibásico dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,36651 7,2 mS/cm 
37 0,2 M Tartarato de sódio e potássio 
tetrahidratado 
20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,4 1,36664 7,3 mS/cm 
38 0,2 M Tartarato de amônio dibásico 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,5 1,36688 6,6 mS/cm 
39 0,2 M Fosfato de sódio monobásico 
monohidratado 
20 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,7 1,36351 4,7 mS/cm 
40 0,2 M Fosfato de sódio dibásico dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 9,2 1,36537 9,1 mS/cm 
41 0,2 M Fosfato de sódio monobásico 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,9 1,36414 4,8 mS/cm 
42 0,2 M Fosfato de sódio dibásico 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 9,2 1,36535 9,2 mS/cm 
43 0,2 M Fosfato de amônio monobásico 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,7 1,36344 4,6 mS/cm 
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44 0,2 M Fosfato de amônio dibásico 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 8,0 1,36529 8,0 mS/cm 
45 0,2 M Citrato de lítio tribásico tetrahidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 8,3 1,36866 8,4 mS/cm 
46 0,2 M Citrato de sódio tribásico dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 8,2 1,36943 8,3 mS/cm 
47 0,2 M Citrato de potássio tribásico 
monohidratado 
20 % p/v Polietileno glicol 3,350 8,2 1,36908 8,6 mS/cm 
48 0,2 M Citrato de amônio dibásico 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,1 1,36792 5,1 mS/cm 
n [ ] u Sal/tampão   Precipitante pH N ref. Cond u 
49 0,1 M Malonato de sódio pH4 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,6 1,35106 5,7 mS/cm 
50 0,2 M Malonato de sódio pH4 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,6 1,36269 8,0 mS/cm 
51 0,1 M Malonato de sódio pH5 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,6 1,35178 8,0 mS/cm 
52 0,2 M Malonato de sódio pH5 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,6 1,36473 10,7 mS/cm 
53 0,1 M Malonato de sódio pH6 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,4 1,35212 9,8 mS/cm 
54 0,2 M Malonato de sódio pH6 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,5 1,36526 13,0 mS/cm 
55 0,1 M Malonato de sódio pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,4 1,35208 9,1 mS/cm 
56 0,2 M Malonato de sódio pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,4 1,36549 13,4 mS/cm 
57 4 % v/v Tacsimato pH4 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,4 1,35185 7,6 mS/cm 
58 8 % v/v Tacsimato pH4  20 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,5 1,36504 10,4 mS/cm 
59 4 % v/v Tacsimato pH5 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,4 1,35234 10,5 mS/cm 
60 8 % v/v Tacsimato pH5  20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,4 1,36607 14,0 mS/cm 
61 4 % v/v Tacsimato pH6 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,3 1,35282 12,5 mS/cm 
62 8 % v/v Tacsimato pH6  20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,3 1,36690 16,3 mS/cm 
63 4 % v/v Tacsimato pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,35289 12,6 mS/cm 
64 8 % v/v Tacsimato pH7  20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,36700 16,5 mS/cm 
65 4 % v/v Tacsimato pH8 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,7 1,35287 13,0 mS/cm 
66 8 % v/v Tacsimatoo pH8  20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,8 1,36713 16,9 mS/cm 
67 0,1 M Succinato pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,2 1,35224 9,9 mS/cm 
68 0,2 M Succinato pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,3 1,36594 13,2 mS/cm 
69 0,1 M Citráto e amônio tribásico pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,1 1,35410 15,1 mS/cm 
70 0,2 M Citráto e amônio tribásico pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,1 1,36964 19,6 mS/cm 
71 0,1 M Malato DL pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,1 1,35236 9,6 mS/cm 
72 0,2 M Malato DL pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,1 1,36642 12,5 mS/cm 
73 0,1 M Acetato de sódio trihidratado pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,35055 5,4 mS/cm 
74 0,2 M Acetato de sódio trihidratado pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,36272 7,6 mS/cm 
75 0,1 M Formiato de sódio pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,35022 6,4 mS/cm 
76 0,2 M Formiato de sódio pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,36211 9,3 mS/cm 
77 0,1 M Tartarato de amônio dibásico pH7 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,35264 12,2 mS/cm 
78 0,2 M Tartarato de amônio dibásico pH7 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,36674 16,2 mS/cm 
79 2/0,1 % v/v / 
M 
Tacsimato pH4/acetato de sódio 
trihidratado 
16 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,8 1,35729 8,6 mS/cm 
80 2/0,1 % v/v / 
M 
Tacsimato pH5/Citrato de sódio 
tribásico dihidratado 
16 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,9 1,36083 13,7 mS/cm 
81 2/0,1 % v/v / 
M 
Tacsimato pH6/BIS-TRIS 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,6 1,36575 7,1 mS/cm 
82 2/0,1 % v/v / 
M 
Tacsimato pH7/HEPES 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,4 1,36611 6,0 mS/cm 
83 2/0,1 % v/v / 
M 
Tacsimato pH8/Tris   16 % p/v Polietileno glicol 3,350 8,6 1,35872 7,7 mS/cm 
84 0,07 M Citrato 16 % p/v Polietileno glicol 3,350 3,8 1,35817 1447,
3 
mS/cm 
85 0,06 M Citrato 16 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,4 1,35850 1718,
3 
mS/cm 
86 0,05 M Citrato 16 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,2 1,35892 1,9 mS/cm 
87 0,04 M Citrato 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,5 1,36470 1273,
0 
mS/cm 
88 0,03 M Citrato 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 7,8 1,36484 1349,
3 
mS/cm 




90 0,02 M Cloreto de cálcio dihidratado 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 5,4 1,36202 5,2 mS/cm 
91 0,01 M Cloreto de magnésio hexahidratado 15 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,35860 8,2 mS/cm 
92 0,02 M Cloreto de zinco 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 4,4 1,36094 2,3 mS/cm 
93 0,15 M Cloreto de césio 15 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,35552 12,3 mS/cm 
94 0,2 M Brometo de sódio 20 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,8 1,36318 11,5 mS/cm 
95 1 % p/v Triptona 12 % p/v Polietileno glicol 3,350 6,9 1,35370 4,3 mS/cm 
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Summary
Biosynthesis of fatty acids is one of the most funda-
mental biochemical pathways in nature. In bacteria
and plant chloroplasts, the committed and rate-
limiting step in fatty acid biosynthesis is catalyzed by
a multi-subunit form of the acetyl-CoA carboxylase
enzyme (ACC). This enzyme carboxylates acetyl-CoA
to produce malonyl-CoA, which in turn acts as the
building block for fatty acid elongation. In Escherichia
coli, ACC is comprised of three functional modules:
the biotin carboxylase (BC), the biotin carboxyl
carrier protein (BCCP) and the carboxyl transferase
(CT). Previous data showed that both bacterial and
plant BCCP interact with signal transduction proteins
belonging to the PII family. Here we show that the
GlnB paralogues of the PII proteins from E. coli and
Azospirillum brasiliense, but not the GlnK paral-
ogues, can specifically form a ternary complex with
the BC-BCCP components of ACC. This interaction
results in ACC inhibition by decreasing the enzyme
turnover number. Both the BC-BCCP-GlnB interaction
and ACC inhibition were relieved by 2-oxoglutarate
and by GlnB uridylylation. We propose that the GlnB
protein acts as a 2-oxoglutarate-sensitive dissociable
regulatory subunit of ACC in Bacteria.
Introduction
The committed and rate-limiting step in fatty acid biosyn-
thesis is catalyzed by acetyl-CoA carboxylase (ACC). This
enzyme carboxylates acetyl-CoA to produce malonyl-
CoA, which in turn acts as the building block for fatty acid
elongation. Two distinct types of ACC are found in nature.
In mammals, fungi and in the cytosol of most plants, a
single multifunctional polypeptide is responsible for the
ACC activity. However, in most bacteria and in plant chlo-
roplasts, the ACC enzyme is usually composed of multiple
subunits (MS type ACC) (Cronan and Waldrop, 2002;
Tong, 2013).
Typical MS-ACC is composed of four different polypep-
tides that assemble into three functional units: a homodi-
mer of the biotin carboxylase (BC); the biotin carboxyl
carrier protein (BCCP); and a heterotetramer α2β2 of the
carboxyltransferase (CT) (Fig. 1). The BC and BCCP
units form a stable complex composed of two BC dimers
bound to four BCCP monomers (Broussard et al., 2013a).
The holo ACC of Escherichia coli forms a large macromo-
lecular complex whose final stoichiometry remains to be
determined (Broussard et al., 2013b). BC catalyzes the
first half reaction, the ATP-dependent carboxylation of
biotin, which is covalently attached to BCCP (Fig. 1). The
second half reaction is catalyzed by CT, which transfers
the carboxyl group from carboxybiotin to acetyl-CoA gen-
erating malonyl-CoA (Fig. 1) (Tong, 2013).
Despite the fundamental role played by MS-ACC in
fatty acid biosynthesis in bacteria and plants, relatively
little information is known about its mode of regulation. In
E. coli, the CT component of the enzyme has been impli-
cated in the regulation of both CT synthesis and activity.
Under low acetyl-CoA levels, CT interacts with the mRNA
that encodes its α and β subunits inhibiting the translation
of this mRNA; the CT-mRNA interaction also reduces CT
activity. Conversely, when acetyl-CoA levels are high, CT
dissociates from the mRNA enhancing its enzymatic activ-
ity and allowing translation of the CT subunits (Meades
et al., 2010). However, this hypothesis has been recently
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challenged by Smith and Cronan (2014). The E. coli
MS-ACC is also subject to feedback inhibition by acylated
forms of the acyl carrier protein (acyl-ACP) (Davis and
Cronan, 2001).
The PII protein family comprises a large group of highly
conserved signal transduction proteins that are present in
Bacteria, Archaea and in the chloroplasts of plants
(Forchhammer, 2008). PII proteins are homotrimers that
form a barrel-like structure where each subunit carries a
solvent-exposed T-loop that is vital for PII function (Huergo
et al., 2013). PII proteins can bind ATP and ADP competi-
tively to each of the three lateral clefts located between the
subunits. When the sites are occupied by MgATP, they can
bind in addition the TCA cycle intermediate 2-oxoglutarate
(2-OG) (Jiang and Ninfa, 2007). The interaction between
PII and the small molecule effectors ATP, ADP and 2-OG
affects the conformation of the T-loop and thereby, PII
interactions with targets (Ninfa and Jiang, 2005; Truan
et al., 2010). In Proteobacteria, PII function is furthermore
modulated by reversible uridylylation of the PII T-loop. The
glutamine-sensing bifunctional enzyme GlnD uridylylates
PII under low glutamine levels and removes the uridylyl
group from PII under high glutamine (Jiang et al., 1998;
Araujo et al., 2008).
PII proteins from different organisms can interact with a
variety of different targets to orchestrate nitrogen assimi-
latory reactions. Specifically, PII proteins may interact with
transporters, key enzymes of nitrogen assimilation, tran-
scription factors or proteins that control transcription
factors (Forchhammer, 2008; Huergo et al., 2013). In
addition to these targets, the PII protein from Arabidopsis
thaliana (a nuclear-encoded PII homologue) interacts with
various soluble chloroplastic biotin-containing proteins
(including BCCP paralogues) and inhibits chloroplast
MS-ACC activity by about 50%. Both PII interaction with
biotin-containing proteins and MS-ACC inhibition are
relieved in the presence of the PII effector 2-OG, suggest-
ing that the plant PII protein is involved in the control of
fatty acid metabolism (Feria Bourrellier et al., 2010).
However, no further biochemical studies have been per-
formed nor has the interaction with various subunits of
MC-ACC been studied in detail.
We have recently identified interaction between the PII
protein GlnZ from Azospirillum brasilense and the BCCP
using a proteomic approach. We also showed that the
E. coli PII protein GlnK formed a stable complex with BCCP
in vitro. These results, together with the previous identifi-
cation of the PII-BCCP interaction in the chloroplast of
A. thaliana, led us to propose that the PII-BCCP interaction
appeared in a deep-branching prokaryote ancestor before
the origin of the chloroplast (Rodrigues et al., 2014).
However, in marked contrast to the results obtained in
A. thaliana, the presence of GlnK did not affect the activity
of purified E. coli ACC in vitro (Rodrigues et al., 2014). In
E. coli, another PII like protein named GlnB is present. GlnB
is constitutively expressed while GlnK is induced under
nitrogen starvation (Liu and Magasanik, 1993; van
Heeswijk et al., 1996). GlnB and GlnK are very similar in
structure and share 67% amino acid identity (Xu et al.,
1998). Here we show that GlnB, but not GlnK, can form a
ternary complex with the BC-BCCP components of ACC
and that this interaction results in ACC inhibition by
decreasing the enzyme turnover number. Both the
BC-BCCP-GlnB interaction and ACC inhibition were
relieved by 2-OG and by GlnB uridylylation.
Results
E. coli GlnB but not GlnK can bind to the
BC-BCCP complex
In a previous study, we showed that the E. coli GlnK
protein interacts with biotinylated BCCP in vitro in the
presence of MgATP but strikingly GlnK had no effect on
the ACC activity (Rodrigues et al., 2014).
The BC and BCCP components of the E. coli ACC
enzyme are known to form a stable complex (Choi-Rhee
and Cronan, 2003; Broussard et al., 2013a,b). Therefore,
it is reasonable to assume that the physiologically rel-
evant form of BCCP will be found as a BC-BCCP complex
within the cell. We thought that if the GlnK-BCCP interac-
tion would function to regulate the ACC activity, GlnK
should be able to bind to the BC-BCCP complex.
We assessed whether GlnK could bind the BC-BCCP
complex by co-purification using Ni2+ beads. His-tagged
Fig. 1. Reaction catalyzed by the
multi-subunit acetyl-CoA carboxylase.
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BC was mixed with biotinylated BCCP together with the
E. coli GlnK in the presence of MgATP. After extensive
washes, the proteins were eluted with imidazole and ana-
lyzed by SDS-PAGE (Fig. 2A). No signal of GlnK was
detected in the elution (Fig. 2A, lane 5). This result con-
firmed that even though GlnK can interact with free BCCP
(Rodrigues et al., 2014), it cannot bind to the physiological
relevant form of BCCP, namely the BC-BCCP complex
(Fig. 2A). This offers an explanation as to why GlnK failed
to affect ACC activity in vitro (Rodrigues et al., 2014).
Interestingly, when the co-purification experiments were
performed substituting GlnK for its paralogous protein
GlnB, GlnB was co-purified with the BC-BCCP complex
(Fig. 2A, lane 7). These results were confirmed using the
reverse approach. When HisGlnB was immobilized on the
Ni2+ beads, BC and BCCP co-purified with GlnB (Fig. 2B,
lane 2).
As expected, based on previous data (Rodrigues et al.,
2014), BCCP alone co-purified with HisGlnB (Fig. 2B,
lane 1), while BC alone did not co-purify with HisGlnB
(Fig. 2B, lane 3). These results support a model where
GlnB can interact with the physiological relevant form
of BCCP through the formation of a BC-BCCP-GlnB
ternary protein complex where BCCP bridges the
GlnB-BC interaction.
Azospirillum brasilense GlnB but not GlnZ can bind to
the E. coli BC-BCCP complex
We reported previously that the E. coli BCCP is able to
interact with the two orthologous PII proteins (GlnB
and GlnZ) from the α-Proteobacterium A. brasilense
(Rodrigues et al., 2014). We therefore evaluated whether
the E. coli BC-BCCP complex would be able to discrimi-
nate between A. brasilense GlnB and GlnZ. The results
obtained using the A. brasilense PII proteins paralleled the
data obtained with the E. coli PII proteins. A. brasilense
GlnB was able to bind the E. coli BC-BCCP complex
(Fig. 2A, lane 3) while GlnZ, which is the E. coli GlnK
ortholog, failed to do so (Fig. 2A, lane 1). These results
support the view that GlnB is the only type of PII protein
that is able to bind to the BC-BCCP complex.
The signal of A. brasilense GlnB that co-purified with
the E. coli BC-BCCP complex was stronger than the
signal obtained using E. coli GlnB (Fig. 2A, compare the
GlnB signal between lanes 3 and 7). This effect was highly
reproducible under different buffer conditions and sug-
gests that A. brasilense GlnB interacts more avidly with
the E. coli BC-BCCP complex than does E. coli GlnB.
Co-purification of either E. coli or A. brasilense GlnB
with the BC-BCCP complex did not occur in the presence
of MgATP when combined with high 2-OG levels (Fig. 2A
and B). Under saturating ATP (3.5 mM), the formation of
the BC-BCCP-GlnB ternary complex was negatively
affected by increasing the 2-OG levels within the physi-
ological range (Fig. 3A). The complex was stable in the
presence of up to 0.1 mM 2-OG; at 0.5 mM it was barely
detectable, and became undetectable at 1 mM 2-OG
(Fig. 3A). Other α-keto-acids, such as oxaloacetate and
pyruvate, did not affect BC-BCCP-GlnB complex forma-
tion (Fig. 3B and C). Varying the ATP/ADP ratio under
physiological relevant conditions also did not significantly
affect the formation of the BC-BCCP-GlnB complex
(Fig. S1). Hence, 2-OG levels, rather than the cellular
energy charge, seem to be the major signal controlling the
formation of the BC-BCCP-GlnB complex.
GlnB inhibits the ACC activity in vitro in a
2-oxoglutarate-dependent manner
The protein–protein interaction assays led us to hypoth-
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Fig. 2. Formation of the BC-BCCP-GlnB complex.
A. Complex formation between His-BC, BCCP and PII proteins was
assessed by pull-down under saturating ATP (3.5 mM), 5 mM of
MgCl2 and 2 mM of 2-OG as indicated. Purified His-BC was mixed
with biotinylated BCCP and with the indicated PII protein from
A. brasilense (Ab) or E. coli (Ec). Proteins eluted from the Ni2+
beads were analyzed by SDS-PAGE and the gel was stained with
Coomassie Blue.
B. Complex formation between Ec His-GlnB, BCCP and BC was
assessed by pull-down under saturating ATP (3.5 mM), with 5 mM
of MgCl2 and 5 mM of 2-OG added as indicated.
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test this hypothesis, an LC/MS approach was used which
allows the quantification of malonyl-CoA, the final product
of ACC. In the presence of E. coli GlnB, the ACC activity
decreased about ∼45% in comparison with the control
(Fig. 4A).
In order to confirm these results, a coupled enzyme
assay was used, which allows quantification of the ADP
produced by ACC in real time following NADH oxidation
(Broussard et al., 2013b). This assay showed ∼40% inhi-
bition of ACC in the presence of E. coli GlnB and ∼70%
inhibition in the presence of A. brasilense GlnB (Fig. 4B).
By contrast, the presence of E. coli GlnK or A. brasilense
GlnZ had no effect on ACC activity (Fig. 4B).
GlnB-dependent ACC inhibition was dose dependent.
Augmenting the concentration of E. coli or A. brasilense
GlnB in the assay increased ACC inhibition (Fig. 4C). The
maximum calculated inhibition was 56% with IC50 0.93 μM
and 90% with IC50 0.43 μM, for E. coli and A. brasilense
GlnB respectively. The lower IC50 reinforces that the
A. brasilense GlnB binds to the BC-BCCP complex more
avidly than E. coli GlnB.
The level of ACC inhibition by PII (Fig. 4B) paralleled
the apparent affinity between each PII protein and the
BC-BCCP complex. A. brasilense GlnB, which showed the
higher apparent affinity for the E. coli BC-BCCP complex
(Figs 2A and 4C) inhibited ACC by ∼70%. The E. coli
GlnB protein, which showed a moderate affinity for the
BC-BCCP complex, inhibited ACC by ∼40%. The E. coli
GlnK and A. brasilense GlnZ proteins, which showed no
detectable interaction with BC-BCCP, had no effect on
ACC activity (Fig. 4B).
Inhibition of the ACC activity by GlnB was completely


















Fig. 3. Formation of the BC-BCCP-GlnB complex is specifically
inhibited by 2-oxoglutarate. Complex formation between Ec
His-GlnB, BCCP and BC was assessed by pull-down with
saturating ATP (3.5 mM), 5 mM of MgCl2 and in the presence of the
indicated concentrations of (A) 2-oxoglutarate, (B) oxaloacetate or
(C) pyruvate.
Fig. 4. The effects of different PII proteins on E. coli ACC activity.
A. The activity of ACC was monitored by determining the amount of
malonyl-CoA produced by LC/MS in the presence of BSA (ACC) or
E. coli GlnB (EcGlnB).
B. The activity of ACC was measured using the coupled enzyme
assay in the presence or absence of the indicated PII proteins. The
results are plotted as a % of the control reaction without PII
proteins.
C. ACC activity determined by the coupled assay in the presence
of increasing concentration of EcGlnB. Data are reported as the
average of duplicate (LC/MS) or triplicate (coupled assay)
experiments ± standard deviation. Statistical analysis was
performed with t-test at p < 0.05. The asterisk indicates significant
difference between the sample and control (ACC).
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This result is in agreement with the co-purification analy-
sis, which showed that GlnB does not interact with the
BC-BCCP complex at 1 mM 2-OG (Fig. 3A). We conclude
that, as the 2-OG binding sites on GlnB are occupied by
increasing the 2-OG levels, there is a reduction in the
affinity between GlnB and ACC, thereby relieving the
GlnB-dependent inhibition of ACC.
To determine the mechanism by which GlnB affects the
ACC activity, kinetic studies were performed (Fig. 5). The
determined KM for acetyl-CoA (228 μM, Fig. 5) is within
the same range as determined for other bacterial ACC
enzymes deposited in the Brenda database (Schomburg
et al., 2013). In the presence of E. coli GlnB, the KM for
acetyl-CoA increased slightly (from 228 to 321 μM) while
the Kcat was reduced by more than half (Fig. 5). When
A. brasilense GlnB was added to the assay, the KM for
acetyl-CoA remained unaltered while the Kcat decreased
by a factor of 3 (Fig. 5). These data support the view that
the major effect of GlnB is to reduce the ACC turnover
number.
Uridylylated GlnB does not affect ACC activity
In addition to allosteric regulation, the activity of PII in
Proteobacteria is controlled by reversible uridylylation of
the PII T-loop. Under nitrogen-limiting conditions, GlnB is
observed to be fully uridylylated (Maheswaran and
Forchhammer, 2003; Huergo et al., 2006). We assessed
whether GlnB-UMP3 could bind to the immobilized HisBC-
BCCP complex by co-purification using Ni2+ beads. The
results showed that GlnB-UMP3 did not co-purify with the
BC-BCCP complex in contrast to non-uridylylated GlnB
(Fig. S3). Hence, the formation of the BC-BCCP-GlnB
complex is inhibited when GlnB is uridylylated and, as
expected, GlnB-UMP3 failed to alter ACC activity (Figs 6
and S3).
Role of the PII T-loop on PII-BCCP-BC
complex formation
Given that GlnB uridylylation abrogated its ability to inter-
act with BC-BCCP (Fig. S3A), we suspected that the PII
T-loop would be important for this interaction. Indeed, an
AbGlnB variant carrying a partial deletion on the T-loop
(AbGlnB ΔTloop, Δ42–54) failed to interact with BC-BCCP
(Fig. 7C) and to reduce ACC activity in vitro (Fig. 7B). We
will show elsewhere that the deletion of the PII – T-loop did
not affect the overall PII structure or the mode of nucleo-
tide binding (V.R. Moure et al., unpubl.).
AbGlnB is 66% identical and 81% similar to AbGlnZ
(Fig. 7A); however, only the former was able to interact
with BC-BCCP (Fig. 2). We suspected that small struc-
tural differences in the T-loops of these proteins would be
responsible for the selectivity toward GlnB. To address
this hypothesis, we used variants of AbGlnB or AbGlnZ
where the major divergent residues found in the T-loop of
one protein were exchanged by the residues found in the
other. Surprisingly, the AbGlnB V52S-D54S acted simi-
larly to wild-type AbGlnB in regard to interaction and ACC
regulation (Fig. 7). Furthermore, changing the T-loop resi-
Fig. 5. Effects of GlnB on the kinetic parameters of ACC.
A. Coupled ACC assays were performed in the presence of
increasing acetyl-CoA concentrations in the presence of 1.4 μM of
AbGlnB or EcGlnB as indicated. The assays were performed in
duplicate and standard deviations are indicated by error bars.
B. The KM and the Kcat values were determined by fitting the data
into Michaelis–Menten equation using the GraphPad Prism
software. Statistical analysis was performed with t-test at p < 0.05.
The asterisk indicates significant difference between the sample
and control (ACC).
Fig. 6. Effects of GlnB uridylylation on the E. coli ACC activity.
The activity of ACC was measured by the coupled enzyme assay
in the presence 1.4 μM E. coli GlnB (EcGlnB) or fully uridylylated
E. coli GlnB (EcGlnB-UMP3). Results are plotted as a % of the
control reaction without GlnB. Black bars, experiments performed
without 2-OG. Gray bars, experiments performed in the presence of
2-OG 1 mM. Data are reported as the average of triplicate
experiments ± standard deviation. Statistical analysis was
performed with t-test at p < 0.05. The asterisks indicate significant
difference between the sample and control (ACC).
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dues on AbGlnZ to those found on AbGlnB (AbGlnZ
S52V-S54D and AbGlnZ Q42H-S52V-S54D) resulted in
proteins that had AbGlnZ phenotypes (Fig. 7).
These results suggest that even though the PII T-loop is
required for interaction with BCCP-BC, it is not the major
determinant for the specificity of this complex toward GlnB.
Discussion
We showed previously that even though BCCP interacts
with the GlnK protein, the formation of this complex does
not affect ACC activity in vitro (Rodrigues et al., 2014). In
the present work, we provide an explanation for that
result. We observed that although GlnK can interact with
free BCCP (Rodrigues et al., 2014), it is not able to inter-
act with the physiological relevant form of BCCP observed
in vivo as a BC-BCCP complex (Fig. 2A). On the other
hand, the GlnB protein can interact with the BC-BCCP
complex (Fig. 2) and negatively affect ACC activity in a
GlnB dose-dependent manner (Fig. 4).
The ability of GlnB to bind the BC-BCCP complex and
to inhibit ACC was negatively influenced by the levels of
2-OG and by GlnB uridylylation. Both 2-OG binding and
uridylylation affect the structure of the PII T-loop (Truan
et al., 2010). Hence, it is reasonable to assume that the
T-loop is an important docking site for complex formation
between GlnB and BC-BCCP. A hypothesis that was con-
firmed by experiments using a variant of GlnB where
carrying a deletion of the T-loop, this variant failed to
interact and regulate ACC activity (Fig. 7).
Fig. 7. Effects of AbGlnB and AbGlnZ
variants on E. coli ACC activity and complex
formation.
A. Alignment of AbGlnB and AbGlnZ. Different
residues in the T loop region are indicated by
an arrow.
B. The activity of ACC was measured by the
coupled enzyme assay in the absence or
presence of 1 μM of the indicated PII protein.
Results are plotted in % of the control
(reaction without PII). Data are reported as the
average of triplicate experiments ± standard
deviation. The asterisks indicate significant
difference to control (p < 0.05).
C. Complex formation between His-BC, BCCP
and the indicated PII protein was assessed by
pull-down under saturating ATP (3.5 mM),
5 mM of MgCl2, and in the absence or
presence of 5 mM 2-oxoglutarate, as
indicated.
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We showed previously that the binding of PII to BCCP
requires the biotinylation of BCCP (Rodrigues et al.,
2014). In the structure of the BC-BCCP complex, the
site of biotinylation (BCCP K122) is solvent exposed
(Fig. S4) (Broussard et al., 2013a). We hypothesize that
the biotinylated region of BCCP interacts with the GlnB
T-loop affecting the ability of BCCP to act as a swinging
arm, transporting carboxylated biotin between BC and
CT. This hypothesis is corroborated by the kinetic analy-
sis, which showed that GlnB acts to reduce the ACC
turnover number (Fig. 5) but not the affinity toward
acetyl-CoA.
The present study suggests that ACC activity seems to
be under dual control, feedback-inhibited by the end-
product and fine-tuned by the global carbon-status via PII.
As already known, over-accumulation of acyl-ACP levels
leads to feedback inhibition of ACC activity (Davis and
Cronan, 2001). In addition, our data support the proposi-
tion that GlnB contributes to the regulation of the commit-
ted step in fatty acid biosynthesis by acting as a
dissociable regulatory subunit of ACC in response to the
metabolic status reporter 2-OG (see below). The regula-
tion of the multi-subunit forms of ACC by PII is likely to be
conserved throughout nature as it has been reported in
distantly related organisms such as A. thaliana (Feria
Bourrellier et al., 2010), E. coli and A. brasiliense (this
work). In this report, the negative regulatory effect of PII on
ACC activity was proven using purified components.
In E. coli, the rate of fatty acid biosynthesis increases
with nutrient availability; however, the underlying mecha-
nism is unknown (Yao et al., 2012). The only fate of the
malonyl-CoA produced by E. coli ACC is to act as a pre-
cursor for fatty acids biosynthesis in order to drive lipid
biosynthesis (Cronan and Waldrop, 2002). Our data
support the hypothesis that 2-OG levels act as a proxy to
determine the rate of membrane biogenesis and thus cell
growth. 2-OG is used as the carbon skeleton for nitrogen
assimilation and as an intermediate of the TCA cycle, and
as such 2-OG levels reflect the nitrogen/carbon balance
(van Heeswijk et al., 2013). Indeed, recent studies pro-
posed that 2-OG acts as a global regulatory metabolite in
E. coli (Rabinowitz and Silhavy, 2013; Schumacher et al.,
2013).
When E. coli is carbon starved, the 2-OG levels drop
significantly and rapidly (Yan et al., 2011; Zhang et al.,
2013). This reduction in 2-OG would allow GlnB to inhibit
ACC, reducing the rate of malonyl-CoA production and
thus membrane biogenesis (Fig. 8B). Conversely, when
carbon is abundant, the high 2-OG levels would relieve
the GlnB-dependent ACC inhibition, allowing fatty acid
biosynthesis to occur at higher rates (Fig. 8C). This
hypothesis is in agreement with a recent report showing
that 2-OG levels coordinate cyclic-AMP production
switching E. coli metabolism from catabolic to anabolic in
response to increased 2-OG levels (Rabinowitz and
Silhavy, 2013; You et al., 2013).
The 2-OG levels are also influenced by the nitrogen
availability; under nitrogen starvation, 2-OG accumulates
while glutamine levels are reduced (Yuan et al., 2009;
Radchenko et al., 2010; Schumacher et al., 2013). This
condition favors PII protein uridylylation and GlnB is con-
verted to GlnB-UMP3 (Jiang et al., 1998). Our data indicate
that GlnB-UMP3 does not interact with BC-BCCP and does
not inhibit ACC (Figs 6 and S3). Hence, GlnB will only
inhibit ACC when nitrogen is abundant (GlnB is not uridy-
lylated) and when carbon is low (GlnB is not bound to
2-OG) (Fig. 8B). To our knowledge, this is the first report
showing regulation of a carbon-dedicated pathway by PII in
Bacteria.
The results of this study add an important detail to the
mode of regulation of one of the most fundamental bio-
chemical pathways in nature. They extend PII protein func-
tion beyond nitrogen regulation in bacteria and may help to
design engineered strains for biotechnological applica-
tions. For instance, fatty acids produced by E. coli have
been explored as a source of a wide range of commercial
products such as biofuels, including gasoline (Schirmer
GlnB–UMP3
GlnB - MgATP






A Low nitrogen C High nitrogen and high carbon
B High nitrogen and low carbon
2-OGUMP UMP
GlnD
Fig. 8. Model for ACC regulation by GlnB.
A. When nitrogen is limited, the intracellular levels of 2-OG are high
and glutamine is low. GlnB is fully uridylylated and does not interact
with BCCP, allowing full ACC activity.
B. When ammonium becomes available, glutamine rises and 2-OG
drops, GlnB is de-uridylylated (reaction catalyzed by the GlnD
enzyme in response to high glutamine) and bound to MgATP (black
dots). Under this condition, GlnB interacts with BCCP, thereby
reducing ACC activity.
C. If the 2-OG levels increase under a high nitrogen regime, 2-OG
binds to GlnB (light gray triangles), promoting its dissociation from
ACC, thereby activating ACC.
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et al., 2010; Bokinsky et al., 2011; Lennen and Pfleger,
2012; Choi and Lee, 2013; Howard et al., 2013;
Huerlimann and Heimann, 2013). The major limitation for
the industrial production of E. coli-derived biofuels is the
poor yield (Lennen and Pfleger, 2012), and hence identifi-
cation of GlnB as the negative regulator of the rate-limiting
step in fatty acid biosynthesis may help to improve biofuel
production by bacteria.
Experimental procedures
Bacterial strains and growth conditions
The bacterial strains and plasmids used are listed in
Table 1.
Cloning and molecular biology methods
Isolation of plasmid DNA, gel electrophoresis, bacterial
transformation and cloning were performed as described
(Sambrook et al., 1989). Enzymes were obtained from
commercial sources and used according to the manufac-
turers’ instructions. DNA sequencing was performed using
dye-labeled terminators (ET terminator – GE healthcare) in
an automated DNA sequencer ABI 3500 from Applied
Biosystems.
The plasmid pTRPETGlnB that encodes the non-tagged
E. coli GlnB was obtained by PCR-amplification of the glnB
gene using E. coli ET8000 genomic DNA as template and
the primers 5′ GGAATCATATGAAAAAGATTGATGCG 3′
(NdeI restriction site underline) and 5′ CTTGAGGATCCT-
TAAATTGCCGCGTCGTCC 3′ (BamHI restriction site
underline). The PCR product was digested with NdeI and
BamHI and ligated into the pET29a vector previously
digested with the same enzymes. The resulting plasmid
pTRPETGlnB was sequenced to check its integrity. The
pTRPETHisGlnB plasmid was obtained by subcloning the
NdeI-BamHI glnB gene from pTRPETGlnB into the
pET28a vector. The pTRPETBC plasmid was obtained by
PCR-amplification of the accC gene using E. coli ET8000
genomic DNA as template and the primers 5′ GGAATCAT-
ATGCTGGATAAAATTGTTATTGC 3′ (NdeI restriction site
underline) and 5′ CTTGAGGATCCTTATTTTTCCTGAA-
GACCGAG 3′ (BamHI restriction site underline). The PCR
product was digested with NdeI and BamHI and ligated into
the pET29a vector previously digested with the same
enzymes.
The pET28aGlnBAbV52SD54S plasmid was obtained
from pLH25PET using the QuikChange Multi Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent) and the following oli-
gonucleotide 5′-GTACCGCGGCGCGGAGTATTCGGTC
AGCTTCCTGCCGAAG-3′. The mutation was verified by
DNA sequencing.
Protein analysis
Electrophoresis of proteins was carried out by SDS-PAGE
and gels were Coomassie stained. Protein concentrations
were determined by the Bradford assay using bovine
serum albumin as standard.
Protein expression and purification
E. coli BL21 (DE3) cells carrying the expression plasmids
of interest (Table 1) were cultivated on 400 ml LB at 37°C
Table 1. Bacterial strains and plasmids.
Strain/plasmid Genotype/phenotype Source/Reference
E. coli
DH10B Smr; F’ [proAB+ lacZM15] Invitrogen
ET8000 rbs lacZ::IS1 gyrA hutCk Macneil, 1981
BL21 (DE3) Expresses T7 RNA polymerase Agilent
Plasmids
pET28a Kmr. Expression vector T7 promoter Novagen
pET29a Kmr. Expression vector T7 promoter Novagen
pMSA4 Kmr (pET28a). Expresses A. brasilense GlnZ Moure et al., 2012
pLH25PET Kmr (pET28a). Expresses A. brasilense GlnB Huergo et al., 2005
pET16baccAD Ampr (pET16b). Expresses E. coli accAD with a His tag at N-terminal of AccA Soriano et al., 2006
pET16baccC Ampr (pET16b). Expresses E. coli accC with a His tag at N-terminal of AccC Soriano et al., 2006
pCY216 Cmr. Expresses E. coli BirA, biotin ligase protein from the araBAD promoter. Chapman-Smith et al., 1994
pJT25 Ampr (pT7-7). Expresses E. coli GlnK Radchenko et al., 2010
pTRPETHisGlnK Kmr (pET28a). Expresses E. coli GlnK carrying a 6 × His tag at N-terminal Rodrigues et al., 2014
pTRPETBCCPn Kmr (pET29a). Expresses E. coli BCCP Rodrigues et al., 2014
pTRPETGlnB Kmr (pET29a). Expresses E. coli GlnB This work
pTRPETHisGlnB Kmr (pET28a). Expresses E. coli GlnB carrying a 6 × His tag at N-terminal This work
pTRPETBC Kmr (pET29a). Expresses E. coli BC This work
pMSA4 Q42HS52VS54D Kmr (pET28a). Expresses A. brasilense GlnZ variant Q42H_S52V_S54D Moure et al., 2013
pMSA4 S52VS54D Kmr (pET28a). Expresses A. brasilense GlnZ variant S52V_S54D Moure et al., 2013
pGlnB Δ42–54 Kmr (pET28a) Expresses A. brasilense GlnB carrying a T-loop deletion Moure et al., 2013
pET28aGlnBAbV52SD54S Kmr (pET28a) Expresses A. brasilense GlnB variant V52S_D54S This work
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to an OD600 of 0.5. IPTG 0.5 mM was added; after 3 hours,
cells were harvested by centrifugation. The pellet was
resuspended in 20 ml of 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 M
KCl, 20% glycerol. Cells were disrupted by sonication; cell
extracts were clarified by centrifugation (30 000 × g for 15
minutes at 4°C). The purification of His tagged proteins
(E. coli HisBC, HisCT and HisGlnB), native proteins
EcGlnK, AbGlnZ, AbGlnB, AbGlnB and AbGlnZ variants
and biotinylated BCCP was performed as described pre-
viously (Moure et al., 2012; Rodrigues et al., 2014).
MALDI-TOF mass spectrometry analysis indicated that
the BCCP used in this study was completely biotinylated.
The purification of native E. coli GlnB was performed
using 1 ml Hi-Trap DEAE sepharose column (GE Health-
care) previously equilibrated with buffer A (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 0.1 M KCl, 20% glycerol). Proteins were
eluted with a linear gradient up to 1 M KCl in buffer A.
Fractions containing GlnB were pooled and loaded onto a
Superpose 6 10/300 gel filtration column (GE Healthcare)
equilibrated with 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 M KCl.
Protein fractions were analyzed by SDS-PAGE, and the
fractions containing the protein of interest were dialyzed in
Tris-HCl pH 7.5, 0.1 M KCl, 20% glycerol. Typical protein
preparations were more than 95% pure as judged by
SDS-PAGE analysis. Proteins were stored in small ali-
quots at −20°C.
For the purification of native E. coli BC, cell extracts
expressing the BC protein were loaded onto a 1 ml
heparin column (GE Healthcare) pre-equilibrated with
50 mM TrisHCl pH 7.5. BC eluted in the flow-through,
which was successively, loaded onto a 1 ml DEAE fol-
lowed by a 1 ml Q-sepharose column (GE Healthcare)
using the same buffer. The BC that eluted in the flow-
through was partially pure; this preparation was used as
the source of untagged BC that was used in the pull-down
assays.
The uridylylated PII proteins were obtained as described
using the Herbaspirillum seropedicae GlnD enzyme
(Bonatto et al., 2012). The degree of uridylylation was
checked by native PAGE analysis or by MALDI-TOF mass
spectrometry.
Protein co-precipitation using magnetic beads
In vitro complex formation was performed using HisMag-
netic beads (Promega) as described (Huergo et al., 2007).
All reactions were conducted in buffer containing 50 mM
Tris-HCl pH 8, 0.1 M NaCl, 0.1% (w/v) Lauryldimethyl-
amine oxide (LDAO), 10% glycerol, 20 mM imidazole in the
presence or absence of effectors as indicated in each
experiment. Five μl of beads was equilibrated by wash with
100 μl of buffer. For ternary complex formation, the binding
reactions were performed in 500 μl of buffer by adding
purified proteins: 20 μg HisBC, 15 μg BCCP and 20 μg of
the different PII proteins. Alternatively, when HisGlnB was
used as bait, the proteins used were: 5 μg HisGlnB, 15 μg
BCCP and 20 μg BC. The proteins were mixed and kept at
room temperature; after 20 minutes, the beads were
washed 3 times with 300 μl of buffer. Elution was per-
formed incubating the beads with 20 μl of buffer containing
0.5 M imidazole for 5 minutes. Eluted samples were mixed
with sample buffer and analyzed in 15% SDS-PAGE
stained with Coomassie blue.
In vitro activity of ACC by LC/MS
The activity of ACC was monitored by quantitative LC/MS
following a similar strategy to that described previously
(Rodrigues et al., 2014). The purified E. coli ACC compo-
nents were mixed to a final concentration of 120 nM
(monomer of each ACC subunit) in 0.5 ml of assay buffer
(50 mM HEPES pH 8; 5 mM HCO3−; 5 mM MgCl2; 3.5 mM
ATP and 1 mM DTT). Reactions were equilibrated at 25°C
and initiated by the addition of 0.2 mM acetyl-CoA.
Samples of 40 μl were removed after 10 minutes and
mixed with 10 μl of ice-cold acetic acid 50% (v/v) to quench
the reaction. 3-13C malonyl-CoA (15 μM; Sigma) was
spiked into each sample to be used as internal standard.
Samples were centrifuged at 20 000 × g, 5 minutes at 4°C,
and 10 μl of the supernatant was used for LC/MS analysis.
Metabolites were separated using a UFLC Prominence
(Shimadzu) in a C18 column 2.6 μm 50 × 2.1 mm (Phe-
nomenex) kept at 40°C. The mobile phases were com-
posed of 15 mM acetic acid and 10 mM tributylamine
(solvent A) or methanol (solvent B). Samples were placed
into vials and kept in an auto sampler at 4°C; 10 μl of each
sample was injected at 0.2 ml min−1 in duplicate. Metabo-
lites were eluted from the column using a linear gradient
(25 to 100% of solvent B) in 20 minutes. The column was
allowed to equilibrate for 10 minutes in solvent A before
each run.
The detection of the metabolites was performed by
coupling the LC with a MicroQTOF-QII (Bruker Daltonics)
operating on a negative mode. The LC/MS apparatus was
calibrated with malonyl-CoA standards at 5, 10, 25, 35,
50, 75 and 100 μM. This allowed the determination reten-
tion time (RT) and the dynamic range of malonyl-CoA
detection which was linear with R2 > 0.99. The quantifica-
tion of malonyl-CoA was performed by correlating the
height of the unlabeled malonyl-CoA peak against the
height of the 3-13C malonyl-CoA internal standard peak.
In vitro activity of ACC by coupled enzyme assay
ACC activity was measured by coupling theACC catalyzed
ATP hydrolysis to the activities of pyruvate kinase (PK) and
lactate dehydrogenase (LDH) as described (Beez et al.,
2009; Broussard et al., 2013b), with a few modifications.
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The reaction buffer consisted of 50 mM imidazole, 50 mM
KCl, 20 mM MgCl2, 0.2 mM NADH, 1 mM phospho-
enolpyruvate, 10 mMATP, 0.5 mM DTT, 4.4 units of LDH, 6
units PK and 10 mM NaHCO3. The reactions contained
10 nM CT (tetramer concentration), 20 nM BC (dimer con-
centration) and 200 nM BCCP (monomer concentration).
The pH of the final reaction mixture was 7.5 and the final
volume was 400 μl. Different concentrations of PII and
2-OG were used as indicated in the figures.
The reactions were pre-incubated for 15 minutes at 25°C
and started by the addition of acetyl-CoA 400 μM (unless
stated otherwise). The oxidation of NADH to NAD+ was
recorded at 25°C over a period of 20 min in a SPECORD
200 photometer (Analytik Jena) at a wavelength of 340 nm.
From the slope of decreasing absorption, reaction velocity
was calculated with an extinction coefficient for NADH of
6220 M−1. For the determination of catalytic constants, the
data were fitted to Michaelis–Menten equation using
GraphPad Prism software. The ACC Kcat was calculated
using the number of the CT tetramers in the reactions.
Kolmogorov–Smirnov test demonstrated the normal
distribution of coupled assays data, thus parametric sta-
tistics could be applied. Data were analyzed using para-
metric paired t-tests (GraphPad Prism 6.0). Probabilities
of < 0.05 were accepted as significant.
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